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I N T R O D U C C I Q N  
I? .-- $. 
E '1 Gyttaria h a r i o t i  F ischer  es una de las espedes d s  abundentes p e r t e n e c i e n t e  
I a la f a m i l i a  Cyttariaceae,En nues tm p a i s  se encuentra en 10s bosques patagdnicos  
donde p a r a s i  ta d i s t i n t a s  especies de Nothofagus :uno de 10s d s  comunes es el N. 
I dombeyi (cohiue) qua d i o  or igen a1 m b r e  vulgar  * d i f u e R  d e l  cohiue" con que 10s 
hab i t an tes  d e l  l u g a r  conocian a este hongo,Dado q u s . 1 0 ~  Hidratos de  Carbono const i -  
tuyen mtis d e l  50% en peso d e l  hongo y que no se habian r e a l i z a d o  e s t u d i o s  qufmicos 
i sobre 10s mismos en  ningune de las especies de C y t t a r i a , s e  comenzaron e n  este lab* 
I r a t a r i o  10s ea tud ios  estructurales,pri~cipalm8nte de 10s p o l i a a d r i d o s , .  
En este t r a b a j o  se descr ibe  la  i d e n t i f i c a c i d n  y detenninacidn c u a n t i t a t i v a  de 
- 
dcido D-arabino h e x u l o d n i c o  y de t r eha loae  aislddos de un e x t r a c t 0  acuoso y la es- 
1 . t r u c t u r a  de un po l i sac8r ido  so lub le  e n  agua, ! La t r e h a l o s a  ha  s i d o  encontrada en  v a r i e s  especiea  de hongos en  10s c u a l e s  de- 
. sempeAe un papel  importante en su meteibolisno.El bcido D a r a b i n o  hexulosdnico nu ha 
s i d o  d e s c r i p t o  anter ionnente  como cornponente de hongoe a1 e s t a d o  libre.. 
E l  p o l i s a d r i d o , q u e  es el t e r c e r o  obtenido homogdnea de  esta especie,demostrb 
I 
ser un a1fa-l)-glucano de e s t r u c t u r a  re lac ionada con el  denominado pululano que &lo 
I 
se habfa aislado h a s t e  el manento de a lgunas  especies de P u l l u l a r i a s  y de la leva- 
* 
dura Tmelle mesenterica, 
I 
Estos  a s t u d i o s  pueden r e s u l t a r  de  Bran u t i l i d a d  pa ra  esclarecer c o n t r o v e r s i e s  
en le taxormmia (Gamundi ,1971 ) 
MfNGClS DEL GENERO CYTTARIA . ESTf.lDIflS QUIF,!ICI)S REALIZArX3S 
I I -  
l l .  
Los hongos d e l  g6nero C y t t a r i a  son  p a r 6 s i t o s  de  v a r i a s  especies d e  Nothofagus 
e n  106 c u a l e s  producen tumores c a r a c t e r i s t i c o s , l l a m d o s  vulgarmente nudos qua invaden  
el  d r b o l  causando s u  muerte.Esto hace qua s ean  urn  g r a v e  amenaza p a r a  la  superviven-  
cia d e  n u e s t r o s  bosques patag6nicos.La clase s la c u a l  pertenecen,Ascomycetes,inclu- 
ye a lgunos  d e  10s hongos mds d e s t r u c t a r e s .  
Algunas e s p e c i e s  de  C y t t a r i a  son comes t ib l e s  y 10s i n d i g e n a s  las u t i l i z a b a n  
como alimento.Tarnbiin 10s araucanos  preparaban con ellas una  bebida a l c o h d l i c a  l o  ' 
c u a l  se e x p l i c a  debido a su a l t o  conten ido  e n  h i d r a t o s  de  c a r b o m .  
- 
No e s t & n  muy d i s t r i b u i d o s  e n  l a  naturaleza..Se 10s h a  encont rado  d l o  e n  e l  he- 
- 
n i s f e r i o  sur:Sudarn&rica,Australia,Nueva Zelandia  y Tasmania. 
En Amgrica d e l  Sur,em 10s bosques que se ex t i enden  e n  ambas laderas d e  10s 
Andes desde aproximadamente 10s 30° de  L a t i t u d  Su r  h a s t a  e l  Cabo de  Hornos e n  
+ - 
1 Argent ina y Chi l e  ,se encuent ran  las e s p e c i e s  QttariQ hooke r i s& johowii,_C. ex igua  
C. - darwinii ,C. - esp inosae  y C, ber te ro i .Por  s u s  a f i n i d a d e s  las dos  p r i m e r a s  pod r f an  
formar un subglnero ,  incluyendo 1as r e t a n t e s  e n  o t r o  (~xvnundi ,1971).   st as ap rec i a -  
c i o n e s  morfo l6gicas  neces i t an  de 10s a p o r t e s  d e  10s d a t o s  qufmicos p a r a  e s t a b l e c e r  
con mayor segur idad  Las subc l a s i f i cac iones .  
I 
, . 
~ o m s & a ~ m o s  po r  d a r  u; breve c l e s i f i c a c i d n  sistedtica d s  hongos, basada e n  
l a  propues t a  po r  Ainsworth s e g h  apa rece  e n  I n t r o d u c t i o n  t o  Fungi (1970) 
*- 
ACRASIOhIY CETES 
MYXOMYCETES 
(carecen de pared celu lar)  
. M Y  TRIDIUMYCETES 
( ~ o n ~ o s  con un solo f lagelo 
t e r i o r  ) 
HYPOCHYTRIDIOIJYCETES 
(~ongos con un solo f lagelo 
anter ior ) 
OOMY CETES 
Hongos que se reproducen 
asexualmente por rnedio de 
esporas bif lageladas 
ACRASIALES (mohos muci l a g i  nosos) 
LAQYRINTHUALES (parbsi t o  s mari nos) 
PLAMODIOPHORALES 
CHYTRIDIALES 
BLASTOCLADIALES 
HYWMYTRI ALES 
I . ZYGOFJYCETES 
Hongos terrestres 
Pcoducen zigosporas 
TRYEIMYCETES 
Se asocian con 10s artropouos 
LAGENIDIALES (mohos de l  agua) 
SAPROLEGNI ALES 
LEPTOMITALES 
PERONOSPORALES : incluye a lgums de 10s par6si tos 
de mayor capacidad destructiva.Los m6s conocb- 
dos perkenecen a l a  
' Familia: Pythiaceae 
Ggnero : Pythium y Pytophtora 
-
MUCURALES (moho del  pan, ~ h ~ z o ~ u s )  
ENTOMOPHTOf3ALES:parbsitos sobre insectos 
(~ntorno~htora nuskae' , hongo de l a s  moscas) 
ASaJtAYCETES 
hay varias subclases: HEMYASCOMI- ENWMYCETALES: incluye,entre ot ros, la  Famil ia 
CETIDAE Saccharornycetaceae,donde se ubican l a s  leva- 
Producen sue 
esporas derltro 'de 
duras 
TAPHR1NALES:parEisitos de plantas superiores 
ascos.Con esta PLECTOMYCETES EUROTIALES ( ~ s p e r ~ i l l a l e s )  son 10s mohos 
clase comienzan negros,verdes y azules 
10s denominados ONYGENALES 
I Hongos superiores 
I 
MICROASCALES 
PYRENOMYCETES ERYSYPHALES 
(bongos con SPHAER1ALES:moho rosado de l  pan (~eurospora) 
p o r i  tecio) HYPOCRE ALES 
CLAVIC1PITALES:incluye 10s ~ lav iceps(par6s i tos  
de gramheas) y ~ord~ceps(par6s i tos  de insectos) - 
C L A S E  I O R O E N  
ASCOMYCETES DISCOMYCETES HaOTIALES ( ~ o l i n i l i a  fruc t ico la)  
(cuerpo fructf- Algunos autores incluyen aqui: a l a s  
fero en forma Cyttarf aceaes 
de disco) PEZIZALES 
4 * 
. I II TUE3ERALES:trufas 
- I : 
LABOULBENIO LABOULBENI ALES 
MYCETES 
- 
I 
. * I - -  L -  I - 
BAS1 DIOMY CETES - ' 1  -- 1 
son 10s hongos mbs evolucionados 
Producen sus esporas en basbdios- i! - 
MYRIANGI ALES 
MICOTHYRIALES 
HYSTERIALES 
PLEOSWRALES 
DOTHIDEALES 
hongos importantes industrialmente: 
. Penici l l ium y Aspergillus.Tambi6n l a s  
falstss levaduras.Familia:(=ryptococcaceae 
que comprende Cryptococcus,Rhodotorula, 
Candida 
Familia Moniliaceae que incluye 10s 
-
dermatdfitos y causantes de micosis 
,profundas(~lastomyces b ras i l i ens i  a) 
TREMELLALES:hongos gelatinosos 
URED1~IALES:royas.Pa~sitos vegetales 
UST1LAGINALES:carbones 
WLIF4IRALES:hongos corales y dentados 
1 1 1  I Familia Polyporaceae que incluye 105 
-
; Polyporus u hongos en mbscula,que atacan 
I - I  y destruyen l a  rnadera 
- 
-- : 1 AGAR1CALES:seta.s u hongos en sombril la 
: ( ~ ~ a r i c u s  campestris y hanib) 
I HYMENOGASTRALES 
LY~IPERDALES 
8 .  SCLERODERMATALES 
PHALLALES 
NIWLARIALES ' 
UQUENES: un l iquen est& constituido por l a  asociacidn de un hongo y un alga. 
Los hongos son Pyrenomycetes,Dyscomycetes o Agaricales 
Es una de  las  e s p e c i e s  m i s  obundantes d e - l a s  Cyt ta r iaceaes .Se  la  conoce vul- 
garmonte como "dihueze d e l  cohiue" o llLlau-llau't. Su pos i c idn  d e n t r o  d e  la  C l a s i f i -  
caciGn sistern6tica.e.s la  s i g u i c n t e  . 
CLAS E Ascornyce tes 
SERIE 
C v t t a r i a l e s  
GENERO 
€SPECIE 
C y t t a r i a  
C y t t a r i a  h a r i o t i  
E s t a  c l a s i f i c e c i 6 n  f u e  considerada p o r  Gamundf (1971).€1 o rden  C y t t a r i a l e s  
b empalmaria 10s Discomycetes con 10s S p h a e r i a l e s  ya que p r e e n t a  c a r u c t e r f s t i c a s  co- munes a ambos. 
s - - ;llm . :a:;:: ,h,&m. %; - 
C y t t a r i a  h a r i o t i  F i s c h e r  f u e  d e s c r i p  ta p o r  pr imera  vez  p o r  F i s c h e r  (1888) 
sob re  un material de Nothofagus be tu lo idea  y a n t a r c t i c a  r ecog ido  p o r  P. H a r i o t  
du ran t e  una expedic idn  c i e n t i f i c a .  
E l  hongo predomina e n  primavera y verano.Los e s t romas  j6venes  son r o j o  anaran- 
jado,de 2 a 5 rnm de  d i h e t r o  y t i e n e  la  s u p e r f i c i e  c u b i e r t a  eon numerosas granule-  
c i o n e s  neg ru t ca s , f6c i lmen te  desprendib1ss.Cuando son a d u l t b s  t i e n e n  de  2 a 4.5 cm 
de  d i 6 m e t r ~  y d e j a n  una m a t r i z  c i r c u l a r  a1 desp rende r se ; l o s  que quedan e n  e l  nudo 
toman c o l o r  l!bmbarl' 
E l  a is lamient .0  v c u l t i \ l n  I ' i t j  v i t r o "  d e  e s p e c i e s  de C y t t a r i a  es muy d i f i c u l t o s o  
(~amund i  ,1971) 
ESTlJDTOS C?liTMTIX)S RFALIZAWl5 SnCf3E C Y T T M I A  W f f l T I  FISCHER 
.'I 
Fsta es la linica e spec i a  dc l a  familia sob re  la  que hay e s tuc l io s  qufrnicos ya  
I - r 7 . .  
r e a l i  zadas. - .  I 
-1  
- 
l!Jiernik (1962) e s t u d i d  por  pr imera vez la  composicidn qufmica de C y t t a r i a  ha- 
I 
r i o t i  F i s c h e r  y ob 
-
tuvo .its 3 i g u i e n t e s  
- - 
1 .I.- - - 1 ,,. 
';a1 
- - TAOLA 1 
t l  ' 
Cnh?PCSI CI0I.J CUIIJ I  C9 DE CIYTTARIA H A R I O T I  FISCHFR 
t I I .- E x t r a c t ~  acuoso ' I 1  -;I I 33.4 $ 1 ; I -  
E x t r a c t o  a l c o h d l i c o  - - I 9.4 % 
E x t r a c t o  e t d r e o  U I 1.33 '$ 
I 1  H~tmedad ( ~ e a n  S t a r k )  I f . 
- 
Grasas ( e x t r a c t 0  e t6 reo )  
1 .  
tfaterios n i t r agenadas  (N x 5.7) 4.48 % - 
- I 
Cenizas  4 -  . ; =  1.53 '$ i . '  
14.70 % - .  t '.. . I .. .. F i b r a  cruda I -. F " I . . ? -  I 
!:I: : I 1  I I '  I - " 3 L 
Azljcares r e d u c t o r e s  j > - . 1 7.00$ . - . . 
rn - . . 
.I - I ' 
I - Azljcares i n v e r t i b l e s  \- , ., 
Hidra tos  de carbon0 s a c s r i f i c a b l e s  41.50 $I 
Lederkrqner y n a n a l l i  (1967) e s t u d i a r o n  10s a z k a r e s  s i m p l e s  y p o l i o l e s  presen- 
tes e n  e l  ex t r ac to  acuoso de e; t romas de C y t t a r i a  h a r i o t i  Fischer .Los r e su l t ados , ex -  
r e sados  sob re  material seco ,sg  observan e n  la  Tabla 2 
' + .  - -1 - 
-m- i I ! 
1 
I 
i 
.I 
h- 
I - 
TABLA 2 
HIDRATOS DE CARDDNO EN CYTTARIA HARIOTI FISCHER 
Glucosa 
'Fructosa 
Secarosa 
Gl ice ro l  
D-arabi t o 1  
D-mani t o 1  0.3 1 
. +  .y* ' 
- &,-<-A! - . 
. a ,-- 
+ ,-I-- - 
La difezwncia e n t r e  e l  va lo r  do azbcares reductoresencontrado por  Wiemik ( 
y el va lo r  informedo por Lederkremer y ~ a n a l l i  (5.7qb) se deberfa a la presencia  de 
L 
, 
o t r o s  azdcares  r educ to res  en  e l  e x t r a c t o  acuoso y que presentan,por crometogrsffa.' 
t 
en  pape1,movilidad menor que la s e c a m s a . w r e n t e m e n t e  el p r i n c i p a l  es el  &&do - -  
.I 
F e 0-arabino hexulosbnico,descripto e n  el present8  t rabajo .  I 
7 '  
D e l  e x t r a c t o  acuoso se aisl6 un pol isa&ido ( ~ . F . ~ i r e l l i , l 9 7 1  y 1972) por pre- 
c i p i t a c i d n  con Etanol  h a s h  urn concentracidn del S~$.SU poder rotatorio e m  + 95.8 
( lCOH ~ P I ) . s ~  encontraron como componentes d e l  ndsmo D-glucosa,bcido P-erabino hexu- 
losdnico  y D-fructosa en  la  r e l a c i d n  molar 98:6:1. El  dcido D-arabino hexulos6nico 
-no habfa s m  encontrado anteriormente e n  hongos. 
Los e s t u d i o s  de oxidaci6n can periodato,reduccidn e h i d r d l i s i s  s u g i r i e r o n  la 
presencia  de uniones (1- 3) , (10-4 6) y (1-+ 4) que Cue confirmedo por 10s e s t u d i o s  
p a r c i a l  se a i s l a r o n  y c a r a c t e r i z e r o n  laminciribiosa 
; celobiosa  ( 4-0-beta-PIClp-D-Glp ) ; i so -  
maltosa ( ~ l f a - ( ~ ~ l ~ - ~ - ~ l ~ )  y o l i g o s a c M d o s  myores.Por a c e t d l i s i s  y posterior 
I b I desace t i l ac idn ,  se a i s l a r o n  y ca rac te r i za ron  leminar ib iosa  ' y lamineri triosa, y tambidn' 0 I i ~ s a c 6 ~ i d o s  m a y o r e s  
D e  acuerdo  con 10s r e s c ~ l t a d o a  ob ten idos  se p o s t u l d  una p o s i b l e  un idad  repe- 
t i t i v a  p a r a  e l  p o l i s a c g r i d o  ( Figura  l) 
Recientemente Ferngndez C i r e l l i  y Lederkremer (1976) p u b l i c a r o n  10s e s t u d i o s  
e s t r u c t u r a l e s  s o b r e  un glucano obten ido  p o r  e x t r a c c i d n  a l c a l i n a  d e  la  misma e spec i e .  
Su poder r o t a t o r i o  e g  1 1 = +11 (KOH IN)  y posse  un e s q u e l e t o  de b e t a - ~ l u c o s a  D 
con uniones (13 3) con r ami f i cac iones  en la p o s i c i 6 n  6.Singh y c o l  (1974) encon- 
t r a r o n  que este t i p o  de  e s t r u c t u r a  t i e n e  a c t i v i d a d  a n t i t u m o r a l  

GLUCANOS AISLAWS DE HONGOS-Y L N A D U W  
E s t e  c a p f t u l n  t iers  por f i n a l i d a d  dar una breve  d e s c r i p c i b n  de la  e s t r u c t u r a  
de 10s p i n c i p a l e s  g lucanos  h a l l a d o s  e n  hongos. 
Clas i f icaremos  a 10s glucanps de a ~ u e r d o  a la conf igurac ibn  d e  s u  unidn pl* 
cos fd i ca  e n  alfa y b e t a  glucanos,y d e n t m  de e s t o s  se hard  una s u b c l a s i f i c e c i d n  d e  
acuerdo a1 t i p 0  de  unidn g l u c o s i d i c a  qus  pmsentan.Los p o l i s e c d r i d o s  mencionados 
se encuent ran  e n  10s medios de c u l t i v o s  ( e x t r a c e l u l a r e s )  , en  las p s r e d e s  c e l u l a r e s  
o en  d p s u l a s  que rodean las c&lu la s ,  
La c l a s i f i c a c i d n  sistem6tica de hongos que ' aparece  e n  el p r e s e n t e  traba j o  , 
permite  u b i c a r  la$ e s p e c i e s  que se mencionan en esta c a p f t u l o  
E l  conocimiento de  la  e s t r u c t v r a  de  10s p o l i s a d r i d o s  e n  g e n e r a l  y de 10s 
- ..% g l u c a m s  e n  p a r t i c u l a r , p u e d e  ser de ayuda e n  el camp0 d e  la taxonomla, imunoquimica,  
biosf  n t e s i  s y endmolog ia .  Desde e l  punto de v i s t a  comerc ia l  10s p o l i s a d r l d o s  
que forman s o l u c i o n e s  v i s c o s a s  t i e n e n  muchos u sos  p o t e n c i a l e s  como s u s t i t u t o s  de 
I 
e gomas vege ta les .  I 
8 ,  
. ,  
I .  I' : , L ' f i - 
G L U C A N D S  C O N  U N I O N E S  A L F A  G L U C O S I 3 1 C A S  
POLIMEROS TIP0 ALMIOON 
1 :  
Los p o l i s a d r i d o s  sernejantes a1 almiddn f u e r o n  d e t e c t a d o s  primeramente p o r  
e l  c o l o r  a z u l  que dan con so luc i6n  de I - L r  
2 1 .  , - I - '  - I 
Desde que se a i s l e r o n  almidones de 20 e&cies d i s t i n t a s  d e  P e n i c i l l i u t n  
(Chrzaszcz, 19271, se p r e s t 6  e s p e c i a  a t e n c i 6 n  a la  formacidn d e l  misrno p o r  l evaduras .  
Muchas l evaduras  capsu l adas  d e l  genero Cryptoccocus s i n t e t i z a n  almiddn e n  medios 
l i q u i d o s  a pH 5 o menor ( ~ s c h n e r , l 9 4 5 )  
Kooirnan (1963) s e p a r 6  
medio l f q l l i  do p o r  Crvn kocacctls i11t:i d:lr y C r y p t f l c o c ~ f ~ ~  ler!renti  i. Los estcldios da 
o x i d a c i 6 n  con  p c r i o d a t o , r o t a c i 6 n  d p t i c a  y o x i d a c i d n  con h i p n i o r f i t o  s ~ t g i r i e r o n  ,una  
e s t r c l c t u r a  l i n e a l  con u n i o n e s  g l u c o s i d i c a s  alfa-0- (1-4) y con  una l o n g i t u d  de 
c a d ~ n a  d e  aproxirnadamente 4 4  unidades.Tambi6n se a i s l d  una a m i l o s a  c r i s t a l i n a  d e  
Cryptococcus neofnrmans ( ~ e h r e , l 9 4 9 )  que t e n i a  un f n d i c e  de  i o d o  y caracteristicas 
de a l f a  y b e t a  a m i l 6 l i s i s  sirnilares a . la  a m i l o s a  de cereales. 
Gorin  y c o l  (1966) a i s l a r o n  a m i l o s a  d e  c u l t i v o s  d e  F?hodotorula peneaus y 
Rhodotnrula  macerans, E l  p r o d u c t 0  p r o v e n i e n t e  de la p r i m e r a  e s p e c i e  se caracteri- ' I 
26 como a m i l o s a  usando t e c n i c a s  c l 6 s i c a s . L o s  e s t u d i o s  d e  u l t r a c e n t r i f u g a c i d n  y 
- 6 - 5 
. medidas d e  v i s c o s i d a d  i n d i c a d o n  un PM de  2.10 y un PM de 7.10 ;la d i f e r e n c i a  
w n 
muestra  la p o l i d i s p e r s i 6 n  d e  la  misrna.Eotos v a l o r e s  s o n  comparab les  con 10s o b t e -  
n i d o s  con a m i l o s a  d e  papa y son  cons iderab lemente  mayores que 10s i n f o m a d o s  p o r  
Kooiman p e r a  la a m i l o s a  d e  Cryptococcur, a l b i d u s .  
- .  
Se e n c o n t r 6  que l a  l e v a d u r a  z. l a u r e n t i i  sec re taba ,ba . jo  ciertas c o n d i c i o -  
nes ,un p o l i s a c d r i d o  t i p ~  alrniddn a1 rnedio d e  c u l t i v o , c o n c l u y 6 n d o s e  q u e  e s t o  no era 
un proceso  normal e n  la  c e l u l a  Y s 6 l o  o c u r r f a  a ba j o s  pH ( ~ c h u l t z , 1 9 7 3 ) .  
E l  gluc6gono f u o  reconoc ido  como componente de hongos e n  1885 (~ r r e r a ) .~e  
d e t e c t 6  e n  numerosos Bas id iomyce tes  y l e v a d u r a s  p o r  e l  c o l o r  que  p roduce  con urn 
s o l u c i d n  de* I / I K  , 2 
Harden y Young (1902) a i s l e r o n  p o r  p r i m e r a  v e z  el gluc6ger;o d e  l e v a d u r a s .  
I E l . p o l i s a & r i d o  aparen temente  f u n c i o n a  como material de r e s e r v a  y no como u n i d a d  
t e s t r c t u r a l .  
L a s  p r i rne ras  comparaciones  e n t r e * g l u c b g e n o  de l e v a d u r a  d e  p a n a d e r f a  y de o- 
r i g e n  an ima1 , se  h i c i e r o n  s o b r e  la  base del c o l o r  marrdn r o j i z o  q u e  dan  c o n , s o l u c i b n  
de 12,w m t a c i d n  e s p e c i f i c a  y o p a l e s c e n c i a  d e  s u e  s o l u c i o n e s  (Harden y Young, 
1912). 
- 12 -, 1 -  -- 
Jean loz  e n  1944 p u r i f i c b  glucbgeno r k . l e v a d u r a  p o r  e l e c t r o d i d l i s i s  y encon t rd  
que e l  porcenta,je d e  degradacibn con b e t a  milasa era comparable a1 obtonido  con I 
glucdgeno de me,jillorics.Northcote e n  19% l l e w i  a cab0 una i n v e s t i g a c i 6 n  e s t r u c t u -  . I 
ral d e t a l l a d a  sob re  el  glucbgeno de  c 6 l u l a s  d e  l evadura  prensadas.Luego de urn  ex- I 
t r a c c i d n  con OHNa acuoso y c a l i e n t e  p a r a  e l i m i n a r  p o s i b l e k  contaminantes ,obtuvo 
el  g lucdgem con gc ido  a c 6 t i c o  d i l u i d o  a 75O,con un rendimiento  d e l  3,20/o.~ste me- 
todo r e s u l t 6  mds e f i c i e n t e  que e l  que implicaba una r u p t u m  m e d n i c a  de las c 6 l u l a s .  
Los e s t u d i o s  de m e t i l a c i d n  y oxidac idn  con p e r i o d a t o  mostraron quo s u  l o n g i t u d  de  I 
cadena era de 11-12 r e s i d u o s  de  0-glucosa.La e n z i m d l i s i s  con b e t a  arnilasq d i n  mal- 
t o s a  con W$J de rendimiento,Aunque e n  este a s p e c t 0  r e s u l t 6  similar a1 glua&em de I 
higad0 de  conejo' , la v i s cos idad  d e l  e x t r a i d o  de l e v a d u r a s  era mucho mayor. 
- 
Manners y Khin hlanng en 1955 estimaron'  el Plll de  g luc6genos  d e  levadura de 
W 
cerveza po r  u l t r a c e n t r i f u g a c i b n  obteniendo como r e s u l t a d o  2.10 6 
Se ha  informado l a  presenc i a  de glucdgenos e n  un g r a n  n h e r o  d e  otros Eumycetes 
4B La e x t r a c c i d n  con agua c a l i e n t e  de  10s cuerpos  f r u c t i f e r o s  de Polyporus  g i g a n t e o u s  
$' d i o  gluc6gen0,un he t e ropo l i s acd r ido  y un glucano con uniones  b e t a  (l* 3) . 
 hava van and an, 1964). ~1 glucbgeno fue  purificesdo po r  p r e c i p i  t a c i d n  frqccionaden d e l  
complejo que formaba con cetiltrirnetilamonio.Por m6todos a n a l f t i c o s  adlogos a 10s 
usados po r  Nor thcote ,=  c l a s i f i c d  el  product0  cwno un glucdgeno c a n ' l o n g i t u d  de ca- 
dena a l g o  menor que 10s proven ien t e s  de  o t r o s  origenes.En la Tabla  3 se pueden v e r  
I 
las propiedades de d i chos  gluc6genos comparados con 10s de  hfgado de conejo. 
U n a  *levadura i n u s u a l  ,morfolbgicamente d i f d s i c a ,  z i s o n o ~ s i s  v a r i a b i l i s ,  c o n t i e n e  
glucdgeno en s u  forma c e l u l a r  e l i p s o i d a 1 , m i e n t r a s  que las fo rmas  c e l u l a r e s  t r i angu-  
lares cont ienen  o t r o  glucano y un manano ( ~ e n t h e s h a n m u ~ a n a t h a n  ,1962) 
Recientemente Evans y Manners (1971) encont ra ron  que las d i s t i n t a s  mues t r a s  
I de gluc6geno de levaduras ,que  mostraban v a r i a c i o n e s  e n  s u s  r e s u l t a d o s  de b e t a  a m i -  I l b l i s i s  y poder  r o t a t o r i o ,  e s t aban  contaminadas con un g lucano  beta&- ( 1 j  6), ya I que despues de s u  t r a t a m i e n t o  con ami log lucos idasa , e l  m a t e r i a l  r e s t a n t e  daba gen- I c i o b i o s a  y g e n c i o t r i o s a  po r  h i d r 6 l i s i s  dc ida  p a r c i a l  

Ext r sc tos  de v a r i a s  Dermeto9hytes mostraron que todos  contenfan un gluceno 
- 
alergdnica.Por datos de beta  arni l t i l is is ,oxidacidn con 10 , poder r o t e t o r i o  y es- 4 
pect ro  I n f r a r r o  j o  se concluyd que a1 menos el 8096 de las uniones d e l  glucano e r a n  
d - b ( l +  4) con algunos uniones -0-(13 6). Es de noter que no se habfa encon- 
t rado previamante p o l i s a d r i d o s  de este t i p o  e n  Dernratophytas ( How, 1972,1973). 
En 1938 Bauer inform6 que ciertas especies d e l  h o w 0  P u l l u l a r i e  producfsn 
p o l i s a d r i d o s  que formaban soluciones viscoms.En 1959,8ender y Wallenfe ls  aisle- 
r a n  un glucano ex t race lu la r , so lub le  e n  agua,por fermentacidn de  P u l l u l a r i a  pullu- 
l a n s  f Derma t i u n  p u l l u l a n s  , ~ u r e o b a s i  d wn ) . ~ s t e  p o l i ~ c M  do se d e n o d d  pululam.  
-
d La h i d r d l i s i s  dc ida  p a r c i a l  y el  espect ro  i n f r a r r o j o  mostraron que c o n b r d a  U d o -  
ms alfa-b(1--) 4) y slfa-Ck(lg-3 6 ) g l u c o d d i c s s  ( ~ a l l e n f e l s  y ~01,1961). 
c E l  a ia lamiento  de le pululanasa de Aerobacter aerogens ayudd muchfsimo en 
el adlisis de este p o 1 i s a d r i d o . h  ecc idn de la e n z i m  sobre  el pululano dab 
l uga r  a la e p a r i c i d n  de mal to t r iosa  y cant idades  menores cfe glucosa,maltosa y o- 
l igusecdr idoa  mayores. Es tos da tos  i n d i c a m n  urn e s t r u c h r a  t i p 0  p011-(1-+ 6)-affa- 
I 
~a eccidn de la pululanasa sobre un p u l u l a m  degradado (obtenido por  h i& 
lisis dcida muy suave del pululano) d i o  me l to t r iose  como Gnico product0 (8ender y 
Wallenfels,  1961 ) . 
I. E l  Peso Molecular del pululano ,detexminado por  propiedades h i d r o d i d m i c a s ,  
- 
La oxidacidn con 104 ind icd  le  presenc ia  de uniones  a l f a -~ (1 -  4) y (1-6) 
e n  proporciones que o s c i l a b a n  e n t r e  2.0 y 2.2 e 1.; e l  adlisis  p o r  m e t i l a c i d n  pro- I 
dujo 10s r e s u l t a d o s  esperados  para  una e s t r u c t u r a  de  este t i p 0  ( ~ a l l e n f e l s  y c o l ,  
1965). 
Un examen m65 d e t a l l a d o  de 10s productos de  a c c i d n  de  l a .pu lu l anasa ,mos t rd  l a  I 
presenc ia  de  un t e t r a s a c d r i d o  ,adern& de  la  m a l t o t r i o s a  (catley y ~ ' h e l a n ,  1966). ~n l a  
muestra examinada,el t e t r a s a d r i d o  c o n s t i t u f a  a p x i m a d a m e n t e  un 7$1 del p o l i s a d r i d o .  
Es t e  t e t r a s a c 6 r i d o  se h i d r o l i z a b a  totalernente  con b e t a  amilasa p a r a  d a r  maltosa; e s t o ,  .< 
j k t o  con s u  poder  r o t a t o r i o  permi t i 6  c a r a c t e r i z a r l o  como ma1 t o t e  t r a o k .  
t 
Cuando se l l e v d  e l  pulu lano  a un grad0  in t e rmed io  de  h i d r d l i s i s  can  pulu lanasa ,  
se a i s l d  tambihn un heptasacdr ido  ( c a t l a y  y ~ ~ h e l a n , l 9 7 1 )  e l  c u a l  p o r  a c c i d n  p o s t e r i o r  - 5  
de l a  enzime d i o  m a l t o t e t r a o s a  y na l to t r io sa .Po r  reducc idn  con BH 4 Na de e a t e  heptesa-  
. ! 
d r i d o  y p o s t e r i o r  h i d r d l i s i s  con pulu lanasa , se  obtuvo m a l t o t e t r a o s a  pr inc ipa lmente ,  - 
acompafiada de pequefia can t idad  de mal to t r iosa .Es to  ind icabaque  e l  h e p t a s a d r i d o  era 
una mezcla de  I y I1 , e s t ando  I e n  mayor proporcidn 
P '. 
0 
I 
P 
3 ( f )6 -d- m a l t o t e t r a o s i l  
4 m a l t o t r i o o a  
4 ( I1 ) 6 - d - m a l t o t r i o s i l  
m a l t o t e t r a o s a  
uniones  04 - D - ( 1 3  4 )  
uniones  d. 4-(1-* 6) 
extremo r e d u c t o r  
I 0 .residues de  D- glucosa  
, - 
. . 
La alfa amilasa no debe r i a  a c t u a r  kbm un p o l i ( l a 6 )  m l t o t r i o s a , s i n  em-; 
bargo ,su acc idn  sobre  e l  pululano se pudo a t r i b u i r  a l a  h i d r d l i s i s  de 10s resi- I 
duos de m a l t o t e t r a o s a  presentes .El  pululano t r a t a d o  previamente c o n .  alfa amilasa 
3 
no l i b e r a b a  m a l t o t e t r a o s a  con pulu lanasa ,e ino  6 -alfa-D-glucosilmaltotriosa (111, 
Esquema 1 ) . € s t 0  m i  sno se comprobd comparanda pu lu l anos  a i s l a d o s  d e  c u l  t i v o s  enve- 
jec idos  (supuestamente expues tos  durante  d s  tiempo a la acc idn  do l a  alfa amilasa 1 
c e l u l a r )  con 10s a i s l e d o s  de c u l t i v o s  j6venes ; los  pr imeros t e n f a n  menor Peso Mole- I 
. cu l a r  y daban menor proporcidn de ma l to t e t r aosa  e n  la  h i d r d l i s i s  con pulu lanasa .  
M n  no se sab fa  con c e r t e z a  si 10s pulu ianos  producidos p o r  d i s t i n t a s  cepas  
d e l  microorganisno,eran unifonnes e n  su estructura.Ueda y c o l  e n  l963 informaron 
que la e s t r u c t u r a  d e l  p o l i s a d r i d o  obten ido  a partir de d i s t i n t a s  c e p a s  d e  Pul lu-  
laria p u l l u l a n s '  d i f e r f a n  considerablemente a juzgar  po r  10s d a t o s  d e  ox idac idn  
I -
- 
con I0 4 '  
E fec t ivamen te ,va r i a s  mues t ras  de pulu lano  crudo a i s l a d o s  de  d i s t i n t o s  cul- 
t ivos ,most ra ron  r e s u l t a d o s  considerablemente d i f e r e n t e s  cuando se 10s sometid h 
- 
la oxidac ibn  con I0 y degradacidn enzin$tica.Pero luego  de  p u r i f i c a r  10s po l i -  4 
s a d r i d o s  con h idrdxido  de c e t i l t r i m e t i l a m o n i o , a e  obtuvieron  10s mismos results- 
- 
dos para  todos  e n  l a  h i d r d l i s i s  ~ c i d a , o x i d a d d n  con 104 y a c c i d n  de p u l u l a ~ s a ,  
isoatnilam y p u l u l a n o 4 g l u c a m h i d r o l a ~  (R. Taguchi y wl ,1973) . ~ i c h o s  r e s u l -  
t ados  se ven e n  la  Tabla 4. 
La p o s i b i l i d a d  de que e n  e l  p o l i s a d r i d o  hub ie ra  a lguna  r a m i f i m c i 6 n  f u e  
descar tada  po r  la  acc i6n  completa de la  enzima alfa-1,4+ululanasa,danclo isopa- 
noset como ljnico producto. 
vale la  pena aquf mencionar que el tbrmino p u l u l a m  no se refiere ac tua lmen te  
fj.fia un dnico p o l i s a d r i d o , s i m  qua denomina a la familia de p o l i s a d r i d o s  r e l a c i o -  
4 i%t 
> .  . pululanasa 
' 'i p, . ,. 4. ; *7= . .  
- ' .- - ,:. :. 
? - 
pululanasa 
CEPA 
R, Taguchf y ~01,1973 
Fue dr?scubicr to  coma componcnto miceliar d e l  P e n i c i l l i u m  expanct~rn , por  
y Neidig e n  1914.Se e x t r a j o  con agua c a l i e n t a  y se a i d 6  con un q!) do rendimiento.  
Dox (1915),ntjtuvo cJn product0 similar de Aspe rq i l l u s  n i g e r  con un rendirnisntd c f e l  
8%. Darker y c o l  e n  1952.1953 y 1957 informaron la  determinac ibn  de su  e s t r u c t u r n .  
Tenfa un a l t o  p o d e r  r o t a t o r i o  : Id[ = + 283 ( 0 ~ a  M) y no se h i d r o l i z a b e  con  enzimas 
D .  I 
ami lo l i t i c a s .La  rne t i lac i6n  seguida  de h i d r d l i s i s  d i n  c a n t i d a d e s  i g u a l e s  de  2.3,s 
I 
y 2,4,6-trid-!.:etil-alfa-D-glucosa y O m &  de  2 ,3 ,4 ,  &tetra44F,etil-glucosa.b hi-  ' 
d r d l i  si s p a r c i a l  d a l  n igerano  d i o  ma1 t o so ,  n i g e r o  0 - ~ - ~ l u c o p i r a m s i l - ( l ? 9  4)- 
0- d -O-glucopiranosil-(l-) 3)-D-glucosa y 0- a - D - G l p -  (1- 3)4- a -D-~1p1[1*4)- 
D-glucoaa. Todos e s t o s  d a t o s  e r a n  c o n s i s t e n t e s  con l a  e s t r u c t u r a  p r a p u e s t a f ~ i ~  2) 
Los rnicodaxt~%nos o  n igeranos  fue ron  d e t e c t a d o s  p o r  Reese y k!andels (1964) 
tarnbi6n e n  un n6mero de e s p e c i e s  de A s p e r g i l l u s  y Penici l1iums.Los e s t u d i o s  con- 
formaciona les  ( ~ u n d a r a  j an  ,1933) basados e n  cons i  de rac iones  de ene rg f  a m f  nima y 
permit iendo c u a t r o  un iones  ro tnb l e s ,mos t r a ron  que la  uni6n H es p o s i b l e  e n  el ni- 
gerano c r i s t a l i n o  e n t r e  10s 0-2 y 0-3 de  kes iduos  con t iguos  e n  u r n  unibn-alfa-D- 
( 1 4 4 )  y e n t r e  e l  0-2 y 0-4 da r e s i d u o s  con t iguos  e n  una unidn  alfa-~-(1+3). 
Se a i s l d  de  v a r i a s  e s p e c i e s  que producen este p o l i s a d r i d o , u n a  micodextrana- 
se,enzima cilpaz de h i d r o l i z a r  las uniones alfa-5(1*4) e n  micodextranos.La en- 
z i m d l i s i s  %el micodextrano obten ido  d c l  A s p e r g i l l u s  CM 332 d i o  g lucosa ,n ige rosa  y 
0- d - D - G ~ ~ -  (1 3 ) 4 -  oL - ~ - G l ~ - ( l *  4)4 -  of . -04 lp - ( l 4  3)-D-g1ucosam 
Con esta enzima se puso e s t u d i a r  la  e s t r u c t u r a  f i n a  d e l  n ige rano  y se pos- 
I t u l 6  un mecanisrno p a r a  s u  b i o s f n t e s i s .  
De es t romas  de Polyporus b e t u l i n u s  se a i s l d  un g lucano  (~ rosku r i akow,1925) ,  
I i n s o l u b l e  e n  agua  c a l i e n t e  pe r0  e x t r a i b l e  con d l c a l i  d i l u i d o  e n  f r f o .  r r .  C 

En base a 10s s s t u d i o s  de metilacidn,Duff d m o s t r 6  (1952) que este p o l i s a 6  
r i d o  al tamente dex t ro ro ta to r io  cons1 s t f a  principalmente en  uni0m3 alfa-f)-(I+ 3) 
con 6% de extremos no reductores.LJn glucano a i s l a d o  por  Ralph y Bender e n  1965 
tenfa  una e s t r u c t u r a  sirni1ar.S~ poder r o t a t o r i o  y e s p e c t m  I n f r a r r o j o  ind ica ron  
que t e n h  uniones alfa-0. Adeds consumfa 0.13 moles de IOONa / tnOa con f o r m a d b n  
de 0.05 moles de H C M ~ H / ~ G ~ .  
Cuando se h izo  crecee Aspergi l lus  niger NARL 326 e n  almi&n,se obtuvo un pro- 
ducto i n so lub le  e n  agua c a l i e n t e  que contenfa solament8 g1ucosa:el pseudoniserano 
consi tu ido principalrnente pa r  uniones alfa-~.( l+ 3) y alfa-0-(1-9 4) e n  r e l a c i d n  
8%:13 segljn l o  e s t a b l e c i e r o n  Nurdin y col en'1966.Esto con t ra taba  con el  micodex- 
treno obtwnido cuando se hacia  crecer el  microorganismo e n  medios con g lucosa  o 
sacarosa.Su poder r o t a t o r i o  era + 252 (OHN~ M).s~  e s t a b l e c i d  su  e s t r u c t u r a  p a r  es- 
16 
- 
t u d i o s  de oxidacidn con 104 , rnet i lsci6n e h i M l i s i s . E l  grad0 d. p o l i n s r i u r c i b n  
I , era 330 y se t r a t a b a  de un glucano l i n e a l  ( E h i s b e r g e r  ,1992). I Johnston (1965) tambiiin a i s l d  pseudonigerano de d c e l i o s  de 4. n ige rc rec idos  I e n  sscerosa.Est6 presen te  e n  un 26-42q6 e n  3as paredes c e l u l a r e s  y se pudo s e p a r a r  
?p 
1 ! d e l  micodextrano por  s u  inso lub i l idad  e n  agua c a l i e n t e  y solubiliderd en O W  acuoso. 
r, 
Zonnaveld a i s l d  en  1971 de Aspergi l lus  n idulans  dos p o l i a e d r i d o s  similares 
I 
l 
a 10s obtenidos de A.niger. En 1972 es tud id  10s cambios e n  la  cwnposicidn de las 
I 
peredes c e l u l a r e s  de dicho microorganiano y concluyd que el  p o l i s a d r i c h  con u n i b  
J 
nes a l f a - b ( l +  3 )  funcionaba como polfmero de r e se rva  y que la meiduracidn comenzabe 
cuando la glucosa era eliminada d e l  m d i o  y haMa presen te  s u f i c i e n t e  pseudonige- 
rem en  las paredes como para  s e r v i r  corn fuan te  de carborn y energfa. 
Se a i s l a r o n  d e  Cendida a l b i c a n s  y ... C parap siloses glucanos es t ruc tu ra lmen te  
s i m i l a r e s  (YU ,1967). €n cade urn de 8110s la p r i n c i p a l  caracteristica e s t r u c t u r a l  
1 era urn cadena de m s i d u o s  a l f a - 0 - g l u ~ i r a n b s i w a  con uniones 1+ 6 y urn  pequefia 
proporcirin dc u n i o n e s  1 3  3 e n  1s p o r c i d n  l i n e a l  d e l  p o l 1 s a d r i d o . E  n e l  que  pro- 
v i e n e  dc C. a l t ~ i r n n n  , l a  r a m i f i c a c i d n  o c u r r e  c a o i  e x c l u s i v a m e n t e  e n  G 3  y C-6 d e  
a l g u n o s  r e s i d u o s  g l u c o s i d i c o s  y e n  C 4  y C-6 d e  o t r o s . S e  e n c o n t r a r o n  g l u c a n o s  si- 
milares e n  Sacchorornyccs c e r e v i s e a a .  
So a i s l d  un p o l i s a d r i d o  l i n e a l  de Tremel la  m e s e n t e r i c a  NRRL Y-6158 (~raser y
~ e n n i n ~ s , l 9 7 1 )  que parecia e l  g l u c a n o  n e u t r o  o b t e n i d o  d e  e s p e c i e s  de P u l l u l a r i a . P o r  
h i d r d l i s i s  d c i d a  p a r c i a l  se i d e n t i f i c b r o n  maltosa,isomltosa,panosa e i s o m a l t o t r i o s a .  
No se a t a c a b a c o n  enz imas  ~ m i l o l i t i c a s . E s t o s  d a t o s  j u n t o  c o n  10s e s t u d i o s  d e  metila- 
- 
cibn.oxidaci6n con  I0 h i c i e r o n  c o n c l u i r  que e l  p o l i s a d r i d o  era lineal c o n  200 4 
u n i d a d e s  alfa-~)-gluco~iran6sicas,66"/~ d e  l a s  wales era 1% y.  e l  rest0 1- 8. 
@[.I ILI"7A 
Aunque e l  c o r n a n n ~ n t e  m6s cornunmerite e n c o n t r a d o  e n  p a r e d e s  c e l u l a r o s  de  hongos 
es la  q u i t i n a , s e  ha  informado la p r e s e n c i a  de  c e l u l o s a  como componente menor e n  
c i e t o s  Phycomycet-~s  q ~ l i t i  no-def ic inn tes  ( ~ r o n s o n ,  1967). Se ut: i l i .  z a r o n  c u a t r o  test 
d i s t i  n t a s  para' s l ~  d e t c c c i d n  
1) Tra tamien to  do las p a r e d e s  con i o d n  
2 ) ~ a r a c t e r i s t i c a s  de s o l u D i 1 i d a d : i n s a l u b l e  e n  dlcal i  acuoso  
x ido  c s p r i c o  amdnico acuoso  d c l  c u a l  r e p r e c i p i  ta pbr a c i d  ; f i c a c i d n .  
3) La a c c i d n  de la  c e l u l a s a  
4 )  D i f r a c c i b n  de  r e y o s  X 
. = 
' L  Su b r e s e n c i a  e n  P h y t o p h t o r a  p a r a s i t i c a '  f u e  in formada  p o r  D a s t u r  e n  1913 y lue- 
& g o  f u e  h a l l a d a  e n  d i f e r e n c i a c i e n  d e  la c e l u l o s a  d e  las  p a r e d e s  
c e l u l a r e s  de  con union m(1*2) do Pvthiurn 
! I * b u t l e r i  ,he t e n i d o  v a l o r  taxon6mico  itchel ell y %bar ,  l96G) .Eie d e t e c t 6  c e l u l o s a  e n  
o t r o s  hongos d e  l a  clase Oomycctes. 
I GLUCAFIOS CON UNInNES EETA (I-> 3) 
t 
F i s c h e r  dernostrb que P o r i a  coccos,hongo que p roduce  la  p u t r e f a c c i d n  de  la  ma- 
d e r a  t i e n e  una e s c l e r o t i a  con e s t r u c t u r a s  c o r a l o i d e a s  que se h i n c h a n  y d i s u e l v e n  a1 
tratarla cdn Blcali acuoso.El material s o l u b l e  ,que se conoce como p a c h i m a n 0 . e ~  un 
glumno i n s o l u b l e  e n  a g u e  con 1 dl + 31 ( O H N ~ )  ( ~ a r l  y Mc ~ r e ~ d r , 1 9 3 4 )  
Warsi y Whelan e n  1957  o b s e r v a r o n  que la f o r m B l i s i s  p a r c i a l  d e l  pachirnano,data  * 
series hom6logas d e  o l i g o s a & r i d o s  con u n i o n e s  beta-D-(l-+3) g l u c o p i r a n d s i c a s  h a s t a  
5 r e s i d u o s  e n  l o n g i t u d , l o  que  e s t a b a  d e  a c u e r d o  con  la  r e s i s t e n c i a  d e l  pachimano a 
- 
la o x i d a c i 6 n  con I0 .La a c e t d l i s i s  p a r c i a l  d i o  a c e t a t o s  d e  D - g l u c o s a , l a m i n a r i b i o s a  4 
y 1 a m i n a r i t r i o s a . E s t o s  d a t o s , j u n t o  con 10s d e  m e t i l a c i d n , c o n c o r d a b a n  c o n  10s q u e  se 
eeperaban  o b t e n e r  de  un g l u c a n o  l i n e a l  con  u n i o n e s  beta-c(l->3) ( ~ a k e d a ,  1936). 
I 
Un extroctzo e n  agua c a l i e n t e  de Lnnt inus edodes ( ~ ~ a r i c a l e s )  d i n  4 po l i s acd -  
riclos (~hihara, l 9 ~ 3 ) ,  de l o t  c u a l c s  dos  exh ih i an  a c t i v i d a d  a n t i  turnoralellno de  cstns 
p o l i s a c d r i d o s  d c  podcr  r o t a t o r i o  + 19.5 era un g lucano  l i n e a l  do Peso Uo lccu la r  
950.000, con unionas  be ta-0- (I-+ 3) que se l l a d  Lentinano, S i n  embargo, las p r o p i d  
des f isicas y b i o l d g i c a s  c r a n  d i s t i n t a s  de las d e l  pachimano a i s l a d o  de  P o r i a  coccos  
A p a r t i r  d e  cstos r e s u l t a d o s  se i n t e n t 6  v o l v e r  a r e v i s a r  la e s t r u c t u r a  d e l  
I pachimano, ya quo es t e  no most;raba ningljn t i p 0  de a c t i v i d a d  an t i tumora l .Se  demostr6 
I 
que en  r e a l i d a d  t ie r lo  300 uniones 1 3  3 con 3 6 6 puntos  de  r a m i f i c a c i d n  (pos ib le -  
t 
ments e n  (3-2) y a l g u n a s  unioncs i n t e r n a s  1--36 (~offman.1971). La degradac idn  de 
- 
I Smith d e l  glucano oxidado con I 0  ,daba un g lucano  l i n e a l  con a c t i v i d a d  antitumo- 
I 4 
i 
ra1 ,ausento  e n  e l  p o l i s a c 6 r i d o  o r i g i n a l  ( ~ h i h a r a . 1 9 7 0 ) .  
I Es impor tan te  d e s t a c a r  e l  hecho .que unas pocas  r a m i f i c a c i o n e s  I--) 6 modifi- 
quen de  este modo la a c t i v i d a d  b io ldg i ca  d e l  po l i s ac6 r ido .  
6 
GLUCAtdOS O N  UNIONES EETA-D-(~+ 6) Y OETA-~-(~-)  31 
e 
El "glticano de levaduras"  c o n s t i t u y e  urn  capa completa de las p a r e d e s  celu-  
lares de  Saccharomyces c e r e v i s e a e  ( levadura  de p a n a d e r i a ) . ~ e b i d o  a qub es i n so lu -  
b l e  en dlcali ca l i en t e ,Sa lkowsk i  10 l lamd c e l u l o s a  de  l e v a d u r a , p e m  Zechmester y 
Tpth (1934,1936) reconocieron  que s u s  propiedades  e r a n  d i s t i n t a s  de l a  c e l u l o s a  
y demostraron po r  m e t i l a c i d n  la   res sen cia de  r e s i d u o s  b e t a - & ( l j  3) glucopirand-  
sic0s.b r o t a c i 6 n  e s p e c i f i c a  a e  + 13 era c o n s i s t e n t e  con e l  predominio d e  un iones  
b e t a  y e s t a b a  de acuerdo  con e l  a i s l a m i e n t o  de la  osazona de la  l amina r ib io sa .  
Peat,Whelan y Edwards e n  1 9 5 8 , p r e c i p i t a m n  e l  glucano  l i b r e  d e l  glucdgeno 
, que a veces l o  contaminaba.Por h i d r d l i s i s  p a r c i a l  ob tuv ie ron  g lucosa ,genc iob iosa ,  
-. 
3-0-beta-genciobiosil-D-glucosa.La oxidac idn  con I0 mostraba que u rn  de cada 4 . . 
10 r e s i d u o s  de g lucosa  e s t a b a  unido po r  0-6 o era un extremo no r educ to r .  
E s t o s  r e s u l t a d o s  d i sc repaban  con 10s de B e l l  y ~ o r t h c o t e ( l 9 5 0 )  ,cuyos d a t o s  
I de me t i l ac idn  s u g i r i e r o n  uniones (lo* 3) , a l gunas  un iones  (1- 2) y ext remos  no 
1 + r e d u c t o r e s  qua dabn l u g a r  e lo'$, de 2.3,4,Ertetra-O-matil-glucosa. 
Misaki y c o l  e n  1960 volv ieron  a e s t u d i a r  este glucano y concluyeron que 
t en fa  uniones D - ( 1 j  3) con rarnif icaciones e n  C-6 y una pequeiia porporc idn  de  
uniones be t a -~ - ( l+  6 ) . ~ a  hidr6l i r ; i . s  suave do1 p o l i a l c o h o l  r e s u l t s n t e  d e  la  
- 
oxfdacidn con I0 y p o s t e r i o r  reduccidn con BH Na,indicb la pkrdida  do una uni- 4 4 
dad de g lucosa  cada nueve,para daP un g lumno  d e  grado  de po l imer i zac i6n  150, 
g l i c e r o l  y una peque6a porporci6n de l+treta- D - g l u c o s i l g l i c e r o l a L a  degrada- 
c idn  d e l  glucano i n t a c t o  y d e l  degradado con una b e t a & - ( l j  3 ) -g lucanasa  d e  
Rhyzopus a r r h i z u s  d i o  10s rnismos productos : ~lucosa,larnirteribiosa,genciobiosa 
I y o l i g o s a d r i d o s  mayores.De acuerdo ass a un madelo d e  t r a b a j o  se l l e g d  a pro- 
f 
poner como e s t r u c t u r a  d e l  glucano de ~accha romyces  c e r e v i s e a e  a1 r e p r e s e n t a d o  
e n  la Figura  3. 
En 1969 Bacon y c o l  observaron qua e n  r e a l i d a d  el llamdo 'glucano d e  
levadura" era urki mezcla heteroggnea de po r  l o  menos dos  pol isa&dos,uno de 
e l l o s  un glucano con uniones beta-&(1* 6) ,podia  elirninarse p o r  t r a t a m i e n t o  
con iicido ac6t ico .  
Manners y c o l  e n  1973 es tud ia ron  la  e s t r u c t u r a  d e  e s t o s  dos  polisac&idos. 
Concluyeron que el p r i n c i p a l  componente p r e s e n t e  era un g l u c a m  con u n i o m s  beta- 
5 
~(1->3) y 3% de ramif icac iones  beta-0-(l*6) y PM de  2.4 x 10 ; e l  o t ro ,que  
presentaba  un poder  r o t a t o r i o  de -32 y grado  de po l imer i zac idn  130-140 era casi 
exclusivamente un glucano b e t a  (1--3 6) a l t amen te  ramificado.  
Se s i g u i d  un procedimiento para  la e x t r a c c i d n  de  e s t o s  g lucanos  que luego  
se adopt6 como metodo g e n e r a l  pa ra  o t r a s  1evaduras.Se obserua  e n  el  Esquema 2 
Estos  mismos e s t u d i o s  ( ~ a n n e r s ,  1974) se h i c i e r o n  s o b r e  p repa rac ipnes  celu-  
1 lares de Kloeckera apiculate,Schitosaccharomyces pombe , Saccharornyces fragi l is  
y 2. fragrnentatis.Todos mostraron t e n e r  heterogeneidades s i m i l a r e s , a u n  cuando 
var iaban  las proporc iones  d e l  glucano beta-D-(1+6) r e s p e c t o  del beta-b(l0>3). 
La func idn  d e l  glucano con uniones 1°>6 a6n no se conoce, 
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Corno es s o l u b l e  y d e  b a j o  Peso f Jo lecu la r  se p i e n s a  que puede ser u n  material 
de reserva.0t1-a o l t e r n a t i v a  es que s i r v a  como material d s  r e l l e n a  d e n t r o  d e  la  red 
r i g i d a  p r o v i s t a  p o r  e l  glucano  b e t a  D- (1- 3). 
E s t o s  e s t u d i o s  i n d i c a n  que l a  n a t u r a l e z a  h e t e r o g e n e a  d e l  g l u c a n o  d e  l e v a d u r a s  
es t i p i c a  de rnuchas e s p e c i e s .  
E l  hongo P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  que,corno virnos,produce un g l u c a n o  e x t r a c e l u l a r ,  
e l  p u l u l a n o , t i e n e  un b e t a  g l u c a n o  a d h e r i d o  a1 r n i c e l i o , s o l u b l e  e n  B l c a l i  d i l u i d o  con  
- ]dlD= - 37.Los e s t u d i o s  de  h i d r d l i s i s  6 c i d a  y e n z i r n b t i c a , o x i d a c i b n  c o n  I0 y rner 4 
t i l a c i b n  i n d i c a r o n  una e s t r u c t u r a  muy r a r n i f i c a d a , c o n s i s t e n t e  e n  u n i o n e s  beta-D- 
(1--3 3) s u s t i t u i d o s , d o s  d e  cada  t r o s  r e s i d u o s , e n  0-6 ( ~ i ~  4) . ~ x i s t e  o t r o  b e t a  g lu -  
cano e n  las p a r e d e s  c n l u l a r e s  de  este hongo con una cadena  p r i n c i p a l  c o n s i s t e n t e  e n  
u n i d a d e s  beta-0-(1'13 3 ) -g lucop i ranbs icas  s u s t i t u i d a s  e n  (3-6 p o r  una s o l a ' u n i d a d  d e  
g lucosa .Las  cadenas  laterales se adosan cada  9 u n i d a d e s  ( ~ i g  4 ) . ~ u e ~ o  d e  l a  e x t r a c -  
t 
c i b n  con 6lcali quedd e n  las  p a r e d e s  c e l u l a r e s  o t r o  g l u c a n o  con  u n i o n e s  beta-D- 
(1- 3) y beta-~-(l--3 6) (&own y c o 1  ,1967). 
Johnson,Smith y c o l  (1963) a i s l a r o n  un b e t a  g l u c a n o  similar a1 d e  P u l l u l a r i a  
p u l l u l e n s  p e r o  rnenos rarni f icado , d e  Sc le ro t iu rn  glucanicurn. Su era -1 ( O H N ~ )  , 
y e l  g r a d o  de p o l i m e r i z a c i d n  11O.Los d a t o s  e s t r u c t u r a l e s  i n d i c a r o n  que  se t r a t a b a  
de un g lucano  con  u n i o n e s  beta-D-(l+ a) ,  s u s t i  t u i d o  c a d a  tres r e s i d u o s  p o r  una 
un idad  d e  g lucosa .E l  a t a q u e  p o r  u r n  endo-beta-D-(1- 3) g l u c a n a s a  d i o  D-glucosa ,  
g e n c i o b i o s a  y l a m i n a r i b i o s a  , p e r 0  no l a rn inar i  t r i o s a ,  dando e v i d e n c i a s  de la  e s t r u c -  
t u r a  r e g u l a r  p r o p u e s t a .  
P e r l i n  y Taber  (1963 7 c a r a c t e r i z a r o n  un beta-D-glucano e x o c e l u l a r  d e  u n  or- 
g a n i s m ~  que p roduce  e l  c a u s a n t e  d e l  e rgo t i s rno :Clav iceps  p u m u r e a . E l  
g l u c a n o  e s t a b a  con 10s g l u c a n o s  d e  c. p u l l u l a n s  y 
S. glucanicum y t e n i a  una s o l a  uni-dad lateral cada c u a t r o  r e s i d u o s  d e  la cadena  
- 
p r i n c i p a l .  

Numerosos g l u c a n o s  similares a 10s d e s c r i p t o s  se p a t e n t a r o n  y pueden ser u t i -  
l i z a d o s  e n  e s t a d o  p u r o  como a g c n t c s  gelificantes,estable~,no c a l 6 r i c o s  e n  l a  indus -  
tria a l i m e n t a r i a  ( h a l l e c k ,  1965). 
L s s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de la l e v a d u r a  Candida a l b i c a n s  c o n t i e n e n  g l u c a n o  y ma- 
nano e x t r a i b l e s  c o n  d l c a l i  a c u o s o , c a l i e n t e . B i s h o p  y c o l  (1960) p r e c i p i t a r o n  e l  ma- 
nano como complejo  i n s o l u b l e  con  Cu e i n v e s t i g a r o n  la  e s t r u c t u r a  d e l  g l u c a n o  q u e  
quedaba.El p o d e r  m t a t o r i o  era d e  -30  OW^ ~ ) . ~ i f e r f a  d e l  "glucano d e  l e v a d u r a "  
* ya que era s o l u b l e  e n  dlca l i  y a l t a m e n t e  ramif icado.La m e t i l a c i d n  y formdlis is  
d i e r o n  2,3,4,6-tetra-O-fAe-D-glucosa ( 7 moles  );2,3,4-tri-O-tJe4-glucose (13 moles )  ; 
2,4-di-0-Ue-D-glucosa ( 6 moles  ) y 2-O-f~!e-D-glucosa ( lmol  ). 
I n v e s t i g a r o n  tambign 10s g l u c a n o s  e x t r a f b l e s  con dlcali  a c u o s o  c a l i e n t e  de  
I 
a l g u n a s  Dermatophytas,  ~2ycrosporum quinckeanum,Trycophyton g ranu losum,Tr icophyton  
' i n t e r d i g i t a l e , T . r u b r u m  schr jnle ini .Los  d a t o s  d e  m e t i l a c i d n  ( ~ a b l a  5 )  i n d i c a r o n  y I. L 
que se t r a t a b a  de  g l u c a n o s  r a m i f i c a d o s  con  d i s t i n t a s  p r o p o r c i o n e s  d e  u n i o n e s  (13  3) 
! Q Y (19 6). 
E l  l aminarano  es un p o l i s a c d r i d o  l i n e a 1 , d e  r e s e r v a  y que  p r e s e n t a  u n i o n e s  
g l u c o s f d i c a s  be ta -~- ( l -  3) .ES s o l u b l e  e n  agua  y d e  b a j o  P e s o  h lo lecu la r  y h a  sido 
a i s l a d o  p r i n c i p a l m e n t e  d e  a l g a s  ( ~ h a e t o p h y t a  y Chrysophyta]  
Dentro  d e  10s Oomycetes se h a l l a r o n  g l u c a n o s  que  c a e n  d e n t r o  d e  l a  d e s c r i p -  
c i d n  g e n e r a l  d e  l a m i n a r a n o s  y se 10s l lamd mico laminaranos  (\yaw y ~ 0 1 , 1 9 7 4 ) .  Son 
po l fmeros  s o l u b l e s  e n  a g u a , d e  g r a d o  de  p o l i m e r i z a c i d n  29-36,cuyo p o d e r  r o t a t o r i o  y 
* d i g e s t i 6 n  comple ta  c o n  e x o  (I-+ 3)-beta&glucanasa  i n d i c a n  la  e x i s t e n c i a  d e  unio- 
nes beta-0-(lj?!3) g l u c o s i d i c a s  ( ~ r o n s o n  y c o l ,  1967) . ~ o s  micolaminaranos  t i e n e n  ra- 
m i f i c a c i o n e s  e n  C-6,pero no p r e s e n t a n  r e s i d u o s  l i n e a l e s  1--36 m r e s t o s  d e  m a n i t o l  
como las a lgas .Glucanos  d e  este t i p o  se a i s l a r o n  d e  a l g u n a s  especies d e  10s Penos- 
p o r a l e s  como ser P h y t o p h t o r a  Cinnarnoni y P h y t o p h t o r a  p a r a s i t i c a  que  c o n s t i t u y e n  
hongos pa tdgenos  ( ~ a r t n i c k i  Garcia, 1967 y ~ e v e n h u i  zen ,  1969). 

E l  glucono a i s l a d o  de P. cinnarnnni- tania  un 12% de r a m i f i c a c i o n e s  e n  C-6 
( ~ ~ v e n h u i a c n , l ~ ~ ) . E n  el  h o m o  - P. ~nlmivora se cncon t r6  un g lucano  con M.4 4900 
W 
Y U r n  s o l e  rami f i c n c i 6 n  e n  C-6 ,por  cada caclena (!rlang ,1974). 
Otra e s p e c i e  p e r t e n e c i e n t e  a 10s Omycatss:Phytium acanthicum t i e n e  un glu-  
I cano cuya e s t r u c t u r a  aparece e n  la  Fig  5.Por microscopfa e l e c t r 6 n i c a  se v i o  quo 
1 las pa redes  de las h i f a s  de este hongo t i e n e n  dos  t e x t u r a s  d i s t i n t . a s ; l a  s u p e f l i c i e  
i n t e r i o r  es m i c r o f i b r i l a r  y l a  e x t e r i o r  es no f i b r i l a r - L a s  m i c r o f i b r i l l a s  e s t g n  
I * c u b i e r t a s  po r  una matriz amorfa ,par t icu la rmente  s o l u b l e  e n  OHK acuoso  y casi to- , I. ta lmente  e l i m i n a b l e  p o r  t r a t a m i e n t o  con exolamin&rasa.Este material es el  g lucano  de la f i g  5.Las m i c r o f i b r i l l a s  permanecen luego  del t r a t a m i e n t o  con  una beta-  
I .  
[143) glumnasa y e s t d  compuesta po r  un glucano con uniones  beta-(1--$4) y b e t a  
I ,  
L;a a p a r i c i d n  de micolaminaranos e n  muchas e s p e c i e s  d e  Oomycetes y e l  hecho 
haberse  encont rado  glucdgeno en  10s misnos,hace pensa r  que 10s micolamina- 
F ran06 son  10s p o l i s a c d r i d o s  de r e s e r v a  de esta c l a s e . d e  hongos. 
Hay pocos d a t o s  de este t i p o  de g lucanos  e n  la  l i t e r a t u r a .  
Se  a i s l d  un p o l i  s a&r ido  de Pen ic i l l i um i s landicum (f3addiley y c o 1  ,1953) 
que w n t e n i a  g lucosa  y &id0 mal6nico en  la  proporc idn  2 : l .  E b e r t t  y Zenck (1967) 
a i s l a m n  i n  p o l i r n ~ r o  alteme t e r i f i c a d o , l l a m a d o  "8cido i s l d n d i c o w  de  - P.
i s landicwn que c o n t e n i a  g l u  dc ido  maldnico e n  p roporc iones  equirnoleculares .  
- 
e Su r o t a c i d n  e s p e c i f i c a  y consumo de I0 i nd i caban  la  p r e s e n c i a  de uniones  4 
trsta-D-(l-? 6) ;Los OH d e l  G3 es t aban  s u s t i t u i d o s  po r  dc ido  malbnico .Se p a t e n t 6  
un metodo p a r a  p roduc i r  este glucano dezf?.islandicum ,ya que el pol imero  se usa  
como a d i  t i v o  p a r a  bebidas ,  comidas y cosmet icos  ( ~ a k a m u r a ,  1963). 
a 

Tarnhi& e l  Pcnic i l iu rn  luteurn Zukal p r o p o r c i o n a  un muci lego  e x o c o l u l a r :  
Bcido l u t e i c o , q u e  c o n t i c n e  g l u c o s a  y rnaldnico e n  p r o p o r c i d n  2 : l eAndcrson ,  
Haeorth y c o l  rnost rnron c n  1939 p o r  r n e t i l a c i d n  y medidas de p o d e r  r o t a t o r i o ,  
I que d i c h o  g l u c a n o  c o n s i s t f a  e n  r e s i d u o s  be ta -~- ( l*  6) g l u c o p i r a n d s i c o s ,  c o n  
un g r a d o  de  p a l i r n c r i z a c i d n  de  84. 
P o l i s a c $ r i d o s  rnuc i l ag inosos  p a r e c i d o s  se a i s l a r o n  d e  Em a c u a l e  turn, P. 
purpurogenum ,r. tardum , c. var iab i1 .e  ,Em vermicl-~latum y - P, Yhrtmanni 
- - ; 1 :-- 
. . 
. . - .  
.- Lrn Las p a r e d e s  g i u c a n o  q u e  d a  
~ e n c i o b i o s a  y no l a m i  n a r i b i o s a  p o r  h i d r d l i s i s  d c i d a  p a r c i a l  , P o r  o t r o  l a d o ,  he- 
m a s  v i s t o  quo e l  l l amdo "glucano d e  l evadura"  es h e t e r o g e n e o  y que el  compo- 
n e n t e  que estd e n  rnenor p r o p o r c i d n  es un g l u c a n o  b e t a - ( 1 4 6 )  (!!anners,1973). 
< .  
O t r o  g lucano  con este t i p o  de  u n i o n e s  e n c o n t r a d o  e n  l a  l i t e r a t u r a  es el  
* 
Pustularm , a i s l a d o  del l i q u e n  Llrnbil icaria p u s t c ~ l a t e  ( ~ e l l e r q u i s t  ,1968) .En 61 
I * 
se determind que si e x i s t e  o t r o  t i p o  de  un idn  g l u c o s i d i c a  c o r r e s p o n d e r i a  a 
I 
menos del  l $ . ~ n  g l u c a n o  similar se a i s l 6  d e  las p a r e d e s  d e  la forma l e v a d u r a  
De 10s c u e r p o s  f r u c t i f e r o s  de L e n t i n u s  edodes  se e x t r a , j e r o n  c u a t r 0 , p o l i -  
s a c & i d o s , , d e  uno de  10s c u a l e s  con u n i o n e s  beta-0-(1- 3) g l u c o s i d i c a s  y a  se 
- h i z o  r e f e r e n c i a . 0 t r o  era similar a1 glucdgeno con una l o n g i t u d  xde cadem pro- 
- --,- 
medio d e  6 r e s i d u o s  y un t e r c e r 0 , q u e  a1 i g u a l  que e l  pr imero ,mos t raba  activi- 
I + dad a n t i  tumora l ,  c o n s i s t i a  e n  u n i o m s  be ta -D-g lucop i rands icas  de  las wales 66% 
1 e r a n  1+ 3 y las  r e s t a n t e s  I--$ 4 ( ~ h i d a  y c o l ,  1971). 
Los p o l i s a c & r i d o s  de  Gyrophora e s c u l e n t e  ~ i y o s h i  y L a s a l l l a ,  p a p u l o s a  
LLamo tarnbien t i e n e n  e l  misrno t i p 0  d e  u n i o n e s  y p r e s e n t a n  a c t i v i d a d  an t i tumo-  
-
I ral ( ~ i  s h i  kawa ,1969).  
I 
* 
T r e s  e s p c c i e s  de  l i q u e n e s  que p e r t e m c e n  a las  U m b i l i c a r i a s  c o n t i e n e n  
-. 
I s t u l a n o  p a r c i a l m e n t e  0- a c e t i l a d o  e n  urn' farma s o l u b l e  -- - e n  t x p . E s t o s  p o l f -  
. . 
E! meros m - ' - raron t c n e r  RC t i v i d a d  a n t i t u r n o m 1  ( ~ a k e d a . 1 9 7 0 )  . 
;A 1 
. - 
\
S e  a i s l d  u n  b e t a  C J ~ L . C U ~ .  - e n  agua de las p a r e d e s  c e l u l a r e s  d e  !&- , 8pasidiomycete or>- - s 1-1 *L;- me- - 1 
yn r _ , ~ ~ d c i d n , o x i d a c i 6 n  con In y degradac ibn  e n z i m g t i c a  se conc luy6  que t e n i a  4 a uniones  beta-D-(l--f 6) , (1-3 ) y . ( 1 3 4 )  l l e v a n d o  aproximadamente la  m i -  
t a d  de  10s r o s i d u o s  unidos p o r  1- r a m i f i c a c i o n e s  e n  C-6 (E!ush,1972).~n 
- 't p o l i s a d r i d o  s e m e j a n t e  se a i s l d  d e  P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  ( ~ l i n o r  ,1972). 
De un l i q u e n  d e l  r o b l e  se a i s l a r o n  d o s  glucanos.Uno d e  e l l o s  c o n  
+ 217  y PM 8000 era rransforrnado e n  un 4546 e n  g l u c o s a  con  a l f a  amilesa 
- 
Por  e s t u d i o s  de  m e t i l a c i d n  y o d i d a c i 6 n  con I0 se conc luy6  que  se t r a t a b a  4 
de  una cadena l i n e a l  (lo-) 3) y (1 4 4 )  con r a m i f i c a c i o n e s  e n  G 2  6,1) 
E l  segundci g l u c a n o  con lkl + 1 5 2  se e x t r a j o  con OkNa !3$ y se conc luuyd  que' D 
era una e s t r u c t u r a  d e l  t i p o  I1 ( ~ i ~  6) 
' ' I  
b .- 
P - - I-- Ir* 
I .  

MTERMINACION DE ESTRUCTURAS DE POLISACARIWS 
M E T O D O S  A N A L I T I C ' O S  E N Z I M A T I C O S  
- 
En 10s ir l t imos aiios 10s m6todos c l 6 s i c o s  de oxidac idn  con Ind ,adlisis  por  me 
met i lac iones ,  f rq jmentac iones ,  etc ,usados e n  el a d l i s i  s e s t r u c t u r a l  de  p o l i s a & r i d o s ,  
han s i d o  suplornentados con e l  uso de  10s a g e n t e s  n a t u r a l e s  de s u  p r o p i o  c a t a b o l i  smo: 
. las enzimas. 
Una r e v i s i 6 n  d e t a l l a d a  de 10s metodos c l d s i c o s  an t e r io rmen te  mencionados puede 
encon t r a r se  e n  l a  T e s i s  d o c t o r a l  de la  D a  Alicia F e r d n d e z  C i r e l l i  (1972). 
- - a m  
Los primeros i n t e n t o s  de ob tene r  informacidn e s t r u c t u r a l  usando enzimas degra- 
d a t i v a s  fueron  considerados con c i e r t o  r e c e l o  po r  10s qufmicos,pero ahora  que se co- - 7 - . 1  
.- + 41 
noce m6s acerca de e l l a s , p a r t i c u l a r m e n t s  e n  cuanto a s u s  e s p e c i f i c i d a d e s  y mecanis- 
mos de a c c i b n , s e  h a  gene ra l i zado  s u  uso.Gran auge a1 empleo de  e s t o s  mQtodos l o  dio 
e l  hecho de encon t r a r se  que l a  b i o s f n t e s i s  de  p o l i s a d r i d o s  no o c u r r e  p o r  r e v s r s i d n  
* d i r e c t a  de l a  acc i6n  h i d r o l i  tica enzimiitica r ~ i k a i d o  v   ass id, 1971). 
* Los m6todos c l i i s i cos  y e n z i d t i c o s  se complementan de d i v e r s a s  maneras.Pueden 
i n v o l u c r a r  una c a r a c t e r i z a c i d n  enzimgtica de productos  d e  ba jo  Peso Molecular obte- 
n idos  po r  procedimie n tos  c l $ s i c o s  de degradacidn o ,  caracteri zar p o r  rnetodos no enzi-  
mdticos. 10s productos  de h i d r d l i s i s  entim6tica.La informacidn que o e ' o b t i e n e  es 
t a n t o  c u a l i t a t i v a  como c u a n t i  t a t i v a .  
Pa ra  e l  ardlisis enzimdtico de  la  e s t r u c t u r a  de p o l i s a d r i d o s , l a s  enzimas m & s  
u t i l i z a d a s  son las de t i p 0  h i d r o l f t i c o  y a ellas nos r e f e r i r e m o s  e n  este cap f tu lo .  
* 
Adeds,consideraremos e n  d e t a l l e  las enzimas a m i l o l f t i c a s  pues  s o n  las que se han 
i usado en nues t ro  t r aba jo ' expe r imen ta l .  
Para podcr u t i l i 7 a r  las onzirnas como herramienta  de  adlisis,es p r e c i s 0  
cornprender 10s p r i n c i p i o s  b&sicos  de enzimologfa,especialmente en- l o  que se 
- 
rcjf iere  a c i n g t i c a  y t g c n i c a s  de  pu r i f i cac ibn .  
Cuando la  enzima no es comercib3 es necesa r io  c o n s i d e r a r  la e l e c c i d n  de  
la f u e n t e  de la misma,Deben t e n e r s e  e n  cuen ta  f a c t o r e s  corn  la f a c i l i d a d  d e  
rC 
I obtenci6n d e l  material i n i c i a l  y la  d i f e r e n c i a  d e  e s p e c i f i c i d a d  d e  l a  misma IF -- 
4 
-- * 
enzirna p roven ien ta  de d i s t i n t p s  o r igenes .Adeds  debe e l e g i r s e  a q u e l l a  que 
J 
, :-. 
r e q u i e r a  e l  menor nljrnero de  pasos  de p u r i f i c a c i d n  y e n  g e n e r a l  e v i t a r  las  
f u e n t e s  donde c o e x i s t e  con o t r a  enzima d i f f c i l  de e x t r a e r  o que pueda i n t e r -  
C 
. . 
farir con e l  us0 propuesto. Z+q I . 
3 .  I l l  
Cuando la enzima adecuada no se conoce o e s t d  p r e s e n t e  corno componente 
menor ds urn  rnezcla d e  d i f i c i l  p u r i f i c a c i b n , s e  u t i l i z a  el  mdtodo de i nducc idn  
* 
eri micmarganismos.Se hace crecer e l  microorganisno e n  una f u e n t e  d e  m r b o n o  
e l eg ida , l a , cua l  es frocuenternente e l  p o l i s a d r i d o  p a r a  e l  c u a l  se busca l a  
enrima hidrolftica.Corno ejernpI.0 podsmos mencionar la exo-mananasa ob ten ida  p o r  
c r e d n i e n i o  de e s p e c i e s  de  Ar throhac ter  e n  manano de  l evadura  le ones y ~01,1969) 
la miwdext ranasa ,por  creciFl iento de Penici l iurn rne l in i i  e n  nigerano (Reese,lg64) 
y la pulGlanasa inducida  e n  Aerobacter  aerogens  p o r  maltosa,almiddn s o l u b l e  o 
pulularm (hercier y Whelan, 1972). A veces  se u t i l i z a n  s u s t r a t o s  modif i cados ,po r  
I, ejemplo 6steres p a l m i t i c o s  de i soma l tosa  p a r a  la  inducc idn  de d e x t r a m s a  
1 * (Reese,l969).~ste pro&dirniento es d t i l  cuando e l  i n d u c t o r  a c t d a  tambiQn como 
que se forma po r  acc idn  de esterasas i n d u c i d a s  e n  10s d s t e r e s  p a l d t i c o s .  
I 
E l  uso de prepa rac iones  impuras g e n e r a h e n c e  l l e v a  a r e s u l t a d o s  e r r d n e o s  
' o ambiguos.Por e l l o  es e s e n c i a l  una sva luac idn  d e l  g rado  de pu reza  d e  c u a l q u i e r  
p reparac i6n  enzimtit ica , 
I A 
- k:L LOS dos m d t o d n ~  mds usados p a r a  d e t m i n a r  el grado  de homageneidad e n  
preparac iones  snz img t i ca s  son I n  u l t r a c e n t r i f u g a c i d n  y el  adl is is  e l e c t r o f o r 6 t i c o .  
Un p i c0  agudo de sedimcntacidn e n  la u l t r a c e n t r f f u g a  i n d i c a  c l a r amen te  homogenei- 
dad.Sin embargo es i d s  s e n s i b l e  e l  metodo de e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  d e  p o l i a c r i l a -  
mida,para d e t e c t a r  impurezas  menores,Chambrach y c o l  e n  1967 emplearon una mues- 
tra doble ,en una 2oca l i zaban  la  p r o t e i n a  po r  un procedimiento c o l o r i ~ t r i c o  y
e n  la  o t r a  l o c a l i z a b a n  l a  enzima.Asi se podfa deduc i r  c u a l  era e l  componente d e  
la  f r a c c i 6 n  p r o t e i c a  que t e n i a  la  a c t i v i d a d  enz im6t ica  deseada. 
Generalmcnte e l  c r i t e r i o  de  pu reza  u t i l i z a d o  p a r a  el ad l i s i s  e s t r u c t u r a l  
e, 
es la ausenc ia  de enzimas de  a c t i v i d a d  i n t e r f e r e n t e . E s t o  se cons igue  p u r i f i c a n -  
do la enzima h a s t a  que no haya a c c i d n  sob re  s u s t r a t o s  que d e t e c t a r r a n  d i c h a  ac- 
f 
tividad.De este mado,una p repa rac i6n  e n z i r d t i c a  des rami f i can t e  d e  alrniddn o 
g l u d g e n o  s e r d  funcionalmente pura  si no c o n t i e n e  o t r a s  enz imas  a r n i l o l f t i c a s  o 
Tambi6n se pueden ob tene r  r e s u l t a d o s  a c e p t a b l e s  usando p r e p a r a c i o n e s  en 
las  wales se i n h i b e  s e l ec t i vamen te  la  a c t i v i d a d  i n t e r f e # n t e . ~ a s  alfa y beta& 
g l u c o s i d a q s  se i n h i b e n  se l ec t i vamen te  e n  exo y endo g lucanasas  usando prepa- 
w 
r a c i o n e s  de  q l c o h o l e s  p o l i h i d r i c o s  como 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanobq' .L 
- 
dio [ TRIS )  elem em an y !~he lan , l966)  , s i n  embargo,esto e's 
* a menudo menos satisf que la  remoci6n completa d e l  contaminante,  
I CINETTCA ENZIt.!ATI CA I Los e s t u d i o s  de c i n h t i c a  enz im6t ica  se basan e n  la supos i c idn  de  que la I veloc idad  de l a  r e a c c i d n  c a t a l i z a d a  es di rec tamente  proportional a la  concen- I t r a c i d n  de la enzima. 
La t e o r i a  cje ieUichaclis-t:(mten (1913) e x p l i c a  e l  e f n c t o  de l a  c o n c e n t r a c i b n  
de s u s t r a t o  e n  f6rminos de un equilibria e n t r e  l a  enzirna l i b r e  ( E ) , e l  s u s t i a t o  
( S ) y un cornple.jo enzirna s u s t r a t o  ( ES ) e l  c u a l  se rompe p a r a  d a r  anzirna y 
product0 ( P ). 
kl k2 wy && 8 - ES E + P  6------------ r 
k 
-1 
Donde se supone que k  es mucho rneno que k I A 2 -1 
I n B  .: 
! .. 
Se cons ide ra  adern& una K = ( 
s 
Donde C es la  concen t r ac i en  d e l  complejo 
= k  
CcmO " t o t a l  2 
9 S i  S >) Kg , en tonces  la ve loc idad  mdxima ob ten ida  cuando la enzima 
ss tA sa tu rada  po r  e l  s u s t r a t o  
" I 
v . "  / ( K s  / [s] + 1 )  e c u a c i d n d e M i c h a e l i a  
7 
. . r. --, 
- L max 
1 I =  
d e  donde se d e f i n e  l a  c o n s t a n t e  de  U i c h a e l i s  ( Km ) qua es e l  v a l o r  de  [ s ]  que 
- w ~ / 2  experimentalmente.  
Los e s t u d i o s  de K ( r ec fp roca  de la  a f i n i d a d  de l a  enz ina  a1 s u s t r a t o )  y 
a rn 
V ( re lac ionada  con la r u p t u r a  de  ES ) permi ten  i n v e s t i g a r  la  formaci6n - y rup- 
t u r a  d e l  complejo. 
Dentro de 10s e s t u d i o s  c i n 6 t i c o s  hay que t e n e r  e n  cuen ta  la  p r e s e n c i a  de 
i n h i b i d o r e s  quc s e . d i v i d e n  e n  : 
Cornpetitivos: cuando a l t e r a n  el  K m 
No competi t ivos:  cuando no a l t e r a n  K m pe ro  disminuyen V 
9 
La enzimas son a c t i v a s  e n  rangos  estrechos d e  pH.El e f e c t o  total  d e l  pH 
en  la a c t i v i d a d  enzirnetica se cons ide ra  que se debe a la  i o n i z a c i d n  o des ion i -  
zacidn de 10s grupos  i o n i z a b l e s  e n  e l  c e n t r o  a c t i v o  a cerca de  6 l .Fntonces  se 
deb@ t e n e r  e n  r.!lnnta de e l e g i r  un pH a1 cual la  enzima sea t a n t o  a c t i v a  comb 
e s t a b l e ,  
Ot ro  f a c t o r  a c o n s i a e r a r  es la  e era tura ,Genera lmente , la  e s t a b i l i d a d  de  
urn enzima decrece  a1 aumentar la  t empera tura ,mient ras  que la  veloc idnd  d e  la  
r eacc idn  c a t a l i z a d a  aumenta.Esto produce una tempera tura  dptima a la cual ambas 
e f e c t o s  se balancean. 
A veces  las enzimas r e q u i e r e n  c o f a c t o r e s  p a r a  a c t i v a r l a s  o e s t a b i l i z a r l a s  
Asi el  ~ a *  debe ester p r e s e n t e  e n  p repa rac iones  d e  alfa amilasa pa ra  e s t a b i l i -  
z a r l a  ,par t icu la r rnente  si hay p r o t e a s a s  p r e s e n t e s  ( ~ i s c h e r  ,1960). A l g u m s  beta-0- 
g l u c a m s a s  son i n a c t i v a s  e n  ausenc i a  de 'dicho c a t i d n .  
Antes de  u s a r s e  una enzima,debe e n s a y a r s ~  s u  e spec i f i c idad .Es to  se r e a l i z a  
midiendo su  ve loc idad  de acc i6n  y e l  grado  d e  degradacidn d e  una sarie de com- 
p u e s t o s  modelo de e s t r u c t u r a  def in ida .Se  encuen t r an  f recuentemente  e n  l a  litera- 
t u r a  enzimas de e s p e c i f i c i d a d  no d e f i n i d a  que se usan p a r a  degradar  p o l i s a c b r i -  
dos  de  e s t r u c t u r a  desconocida.Esto no conduce a buenos r e s u l t a d o s  pues,como sub- 
r a y 6  ~ renc 'h  ( ~ s w ) ,  e l  mismo experimento m puede r e v e l a r  simult6neamente l a  es- 
d e l  s u s t r a t o  y la a c c i d n  y e s p e c i f i c i d a d  de la enzima. 
I I  ; " 
I 
. - requer imientos  t i e n e n  las  g l i c o s i l h i d r o l a s a s :  
, . i ' 
2 )  Tipo de  unidn h i d r o l i z a d a  
ii) g l i c o n a  
iii) ag l i cona  
1 
Algunas enzimas son  al tarnente  espec i f icas ,como la isoarnilasa que t i e n e  una 
e s p e c i f  ici  dad qcle c ~ t s r e  a1 rnenos c u a t r o  untdades.El s u s t r a t o  mbs pequeFio s o b r e  el  
3 que t i e n e  l u g a r  sg accicin es 6 -alfa-maltotrioail-rnaltotetraosa (111) 
Tanto la uni6n alfa-0-(1->6) corno las tres uniones alfa-0-(1-74) d e l  ex- 
tremo no r e d u c t o r  d e l  punto de  ra rn i f icac idn ,es tdn  i n v o l u c r a d a s  e n  la  e s p e c i f i c i d a d  
Por  o t r o  l a d o  la  larninarasa de Rhyzopus a r r h i z u s  ( ~ a r r i s h  y ~eese,1960) 
t i e n e  corno ljnico reqi~erimi.ento la  p r c s e n c i a  de una unidn beta-D-(ln>3), pe r0  e l  
* 
r e s i d u o  de D-glucosa s u s t i t u i d a  e n  0-3 puede a s u  vez  t e n s r  una unidn beta-0-11-33) 
5 . .  2 - a beta-D-(1*4). 
Cuanto mbs al tarnente  e s p e c i f i c a  es la  erizima, mbs ljtil nos  resu1ta . l ;  i n f o r -  
rnacidn e s t r u c t u r a l  que se puede ob tene r  de enzirnas de  b a j a  e s p e c i f i c i d a d  .es muy 
poca,Por ejernplo la b e t a  g l u c o s i d a s a e x t r a i d a  de  ernulsina de  alrnendras es tan poco 
e s p e c f f i c a  qua s u  a c c i 6 n  s b l o  nos i n d i c a  que hay un extrerno no r e d u c t o r  con  resi- 
duos unidos e n  p o s i c i 6 n  beta .  Nada nos d i c e  acerca de qu6 rnonosacbridos e x i s t e n  n i  
d e l  t i p o  de uni6n involucrada .  ' 
MECANISM0 DE ACCIMJ 
Z Mst inguimos  dos  t i p o s  p r i n c i p a l e s :  
Endo: r u p t u r a  d e l  p o l i s a c b r i d o  e n  fragmentos p o r  h i d r d l i s i s  de t o d a s  las  un iones  
-
s u s c e p t i b l e s  a1 a z a r .  
I Exo: degradaci6n d e l  p o l i s a c 6 r i d o  de a pasos ,desde  el extrerno no r e d u c t o r  l i b e -  -
1 rando  mono u o l i g o s a c & r i d o s  h a s t a  que se l l e g a  a una caracterfstica e s t r u c t u r a l  I (par igjemplo una ra rn i f icac ibn)  que d e t i e n e  s u  acc ibn .  
Hay v a r i o s  mgtodos pa ra  d e t e r m i m r  po r  cue1  mecanismo a c t d a  una enz ina .  : 
IJno de 10s pr imeros  que se u t i l i z a r o n  c o n s i s t e  e n  obse rva r  10s cambios de  
vircosidad de l a  soluci6n,dndo que la  r u p t u r a  endo provoca un r 6 p i d o  dec rec imien to  
de dicho par$metro,mientras que una degradacidn po r  pasos  l o  hace d e c r e c e r  m6s 
despuQs de la  h i d r d l i s i s  p a r c i a l  p e r m i t e  
da un dn ico  p roduc to , c roma tog r~ -  
f icamente  mbvi1,mientras q u e  l a  endo p r o ~ o r c i o n a  una serie de p roduc tos  cuyo ta- 
ma60 va desde el o l igosac&r ido  m& pequefio que puede p r o d u c i r  la  enzima h a s t a  ca- 
si e l  m a t e r i a l  i n i c i a l .As f  Drummond y Whelan e n  1969,dernostraron que la  a c c i d n  
de la  pulu lanasa  e n  e l  pulu lano  es endo pues  s u  a c c i d n  da l u g a r  a series homdlogas 
c o n s i s t e n t e s  e n  r e s i d u o s  de a l f a -D-ma l to t r i o sa s  u n i d a s  a t r e v e s  d e l  O-a.Este 
r e s u l t a d o  c o n t r a d i j o  un e s t u d i  o y ~01,1969, 
quienes  p a r  e v i d e n c i a s  de CGL a e n z  ma a c t u a  a de modo exr, l i b e -  
ma l to t r i o sa .  
A veces se usa  la  cromatograff'a a t r a v e s  d e  tamices molecu la re s  ( ~ e p h a d e x  
---; 8~ tge l ) .LJn  necanismo de t i p 0  exo da dos  p i c o s  solamente 10s c u a l e s , s i  se usa  
Q 
e l  medio apropiado,son respec t ivamente  exc lu ido  y r e t e n i d o  po r  e l  g e l  emrgiendo 
luego  como un finico p i c 0  agudo.Se puede medir e l  grado  de  po l imer i zac i6n  d e l  ma- 
r -  1 
! 8 -  terial no exc lu ido  a d i s t i n t o s  grados  de h i d r d l i s i s  d e l  s u s t r a t o  (~u rg ,1969) .  
Para una enzima exo dicho pargmetro permanece c o n s t a n t e  e n  t odo  rnomento,mientres 
que la accsdn endo l o  hace d i sminu i r  constantemente.  
Debe t e n e r s e  e n  cuenta  que la a p l i c a c i d n  de e s t o s  metodos a ciertos su& 
t r a t o s  moleculares  como gluc6geno y ami lopec t inas ,puede  conduc i r  a r e s u l t a d o s  e- 
rr6neos,cuando e f e c t o s  e s t 6 r i c o s  f u e r z a n  a a l g u m s  enzimas endo a a c t u a r  p o r  un 
I mecanismo ex0 a p a r e n t e  . 
la de tecc idn  de  enrirnas endo e n  p r e p a r a c i o n e s  d e  
La p r e s e n c i a  de una endo enzima ham que las mediciones ca rezcan  de  s e n t i d o , -  
ya que su falta de  requcr imiento  p a r a  una csdena t e r m i n a l  pucde h a c e r  que c i e r t o s  " 
r e a i d u o s  se t o rnen  S l~Scep t ib l eS  a la a c c i 6 n  de  la  exo enzima.Mn tra7as d e  la endo 
son  s u f i c i e n t e  p a r a  crear d i f i c u l t a d e s  y tales c a n t i d a d e s  pequezas pueden ser ex- 
tremadamente d i f f c i l e s  de de tectar. 
En las p repa rac iones  de g lucoami lasa  se s u e l e  d e t a c t a r  alfa amilasa como i m -  
pureza.Srnith y Whelan e n  1970 y Marshal l  y Whelan e n  1 9 7 1 , d e s a r r o l l a r o n  un procedi-  
miento p a r a  d e t e c t a r  tales impurezas. 
.lp Se prepa re  un s u s t r a t o  con bloqueos a la  exo enzima,obtenido p o r  una oxidaci,dn I 
liaritada con I0 Na.La cornparacidn de  l a  a c c i d n  s o b r e  este s u s t r a t o  de  g lucoami l a sa  4 
con  y s i n  contaminacidn se ve  e n  la  F i g  7,La a c c i d n  de la  glucoami lasa  cristalina 
cesa despu6s de  4-% de  h i d r d l i s i s  que cor responde  a la remocidn de  todos 10s re- 
s i d u o s  s u s c e p t i b l e s  ( a ) . ~ a  p re senc i a  de  alfa ami la i  hace f a c t i b l e s  de .ser hidro-  
lizados otros r e s i d u o s  (b) a p a r t i r  de s u  a c c i 6 n  s o b r  t o  (donde i n d i c a  
* 
la f leeha) .  
a Este es un m6todo completamente g e n e r a l  a p l i c a b l e  a c u a l q u i e r  p o l i s a d r i d o  y 
a su em ent ima apropiada .Es tos  s u s t r a t o s  oxidedos se usan  tambien p a r a  p roba r  el  
rnecanismo de a c c i d n  de una dada enzima, s i endo  10s mbs u t i l i z a d o s  la amilasa y el  
pu lu l ano  oxidados. 
TEORIA DE LA DEGRADACION PCn PASOS DE POLISACARIM39 LINEALES 
i (I) Mecanismo de cadena 6nica :  se forma el complejo ES y luego  l a  molhcula de 
s u s t r a t o  se degrada completamente a n t e s  d e  que l a  enzima d i funda  p a r a  atacar 
otra rnol6cula de s u s t r a t o .  
(2) Degradacidn e n  mult icadena : Aquf , luego  de  la formacidn d e l  complejo ES, la 
i enzima d i funde  f u e r a  be la  rn616cula de s u s t r a t o  l uego  d e  romper una s o l a  unibn. I (3) Ataque md l t i p l e :  es un interrnedio e n t r e . l ' o s  dos  a n t e r i o r e s  
En e l  Esquema 3 se pueden v e r  r e p r e s e n t a d o s  e s t o s  tres mecanisnos. 
9 >\** 
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DEGSAOACION POR PAmS OE FQLISACARIDCIS LINEALFS 
-La degradacidn par cadena dnica prgcade por (1) , (2) , (3) , (4) , e t c .  
La accidn en rnulticadena por (1) y (5) d (1) , (2) y (6) seguido en (7) de 
' .$a recornbinacidn de l a  enzirna con la misma u ot ra  rnol6cula de sustrato. 
So h a  v i s t o  ya l a  importancia  de la pureza e n  les prepa rac inncs  e n z i d t i c a s .  
S i  hay p r s s e n t e  m4s do una enzima que ectGa sobre  e l  s u s t r a t o  o @us  p roduc tos  de  
aegradaciBn,el  r e s u l t a d o  obten ido  s e r d  a menudo ambiguo y s i n  santido.Lo misno su- 
'I 
rsfsde cuendo la enzima e n  c u e s t i 6 n  no estd adecuadamente c a r a c t e r i z a d a .  
.1 I 
I . Un inconveniente  p o t e n c i a l  asoc iado  con el uso  de  a l g u n a s  enz imas ,es  l a  posi- 
6 i l i d a d  de ob tene r  r e s u l t a d o s  artificiales e t r a v e s  de la a c c i d n  s i n t 6 t i c a  de las 
b3drolasas .Tales  productos  pueden p roven i r  d e  una r s v e r s i d n  enzirn&tica,como sucede 
t- 
la emulsina de  almendras (s. ~ e a t , 1 9 5 2 )  o p o r  t r a n s g l i c o s i l a c i d n  donde l a  por-. 
. @&6n de la g l i c o n a  d e l  s u s t r a t o  es t r a n s f e r i d a  a o t r o  azbcar.Generalmente tales 
kiacdones son d i n t e n s a s  cuando se usan e x t r a c t o s  c rudos , lo  que i n d i c a  que proba- 
a m e n t e  se deban a la  presenc ia  de  contamioantes,&n embargo hay casos e n  que l a  
&sfb i l i ded  da catalizar tales r e a c c i o n e s  p k c e  ser una propiedad  i n h e r e n t e  a la  
w , , 
p m .  
.! Debs c o n s i  arnbien el  e s t a d o  ffsico d e l  s u s t r a t o . S i  es un p a l i s a d r i d o  
* I - @neioluble carece f i c a d o  e l  hecho de  que una enzima no l o  a taque .El  parami- 
82 
~bn,be ta-0-g lucano de Astasia o c e l l a t a  (Manners.1966) m pueds ser degradado con 
ins bete&(l-$ ~ ) - ~ l u c a n a s a  de  malta pur i f icada ,aunque  su e s t r u c t u r a  es 'b l  qua 
#ebsrla produc i r se  e l  a t a q u e  enzirn6tico;A veces  se obvia  esta d i f i c u l t a d  efectuarr-  
$ la h i d r d l i s i s  e n  ( M3 ) SO ( ~ u n g  y Nordin,l970 ) e n  e l  c u a l  muchas enzimas 
8 2 
i 
&on e e t i v a s  y el  p o l i s a d r i d o  puede s o l u b i l i s a r s e  aunque sea i n s o l u b l e  e n  agua. 
Hay t ams  e n  que es conveniente  d e j a r  que d o s  enzimas actr jen simulMneamerr- 
? 9$ en  el s u s t r a t o , p o r  ejemplo e n  l a  degradacabn de g l u d g e m  p d r  a c c i d n  de b e t a  
hilasa y pulu lanasa  ( ~ b d u l l a h ,  ~ a l l e n f e l  s y c o l  ,1966)~ i n embargo, la a c c i 6 n  de 
* 
dos enzimas j u n t a s  puede p roduc i r  r e s , u l t a d o  inesperados .Per l in  e n  1965 o b s e d  
que la acc ibn  conju.nta de dos enzima= h i d r o l i t i c a s  d e l  l i q u e n a m , r e s u l t a b a  e n  la  
i n h i b i c i d n  de la a c c i b n  de una de e l l a s .Po r  o t r o  l a d o  durante  la a c c i d n  simul- 
2 
d n e a  de a l f a  amilasa y R-enzirna sobre  panom (6 ~ l f a - g l u c o s i l m a l t o s a )  se-M$ 
I un e f e c t o  s i n e r g i s t a  pues  ninguna d e  e l l a s , p o r  separado;actGa s o b r e  el oligo- 
s e d r i d o  y j u n t a s  l o  degradaron. 12 
Es e s e n c i a l  t e n e r  e n  cuenta  la e s t a b i l i d a d  de la enzima e n  las cond ic iones  
que se van a u t i l i z a r  (especialmente cuando se r e a l i z e n  de terminac iones  c u a n t i t a -  
t i vas ) .€ l  cese do la h i d r d l i s i s  podrfa  debers8,no a la a u s e n c i a  d e  e n l a c e s  suscep- 
I 
I t i b l e s  , s i n 0  a la  p6rdida  de a c t i v i d a d  d e l  ca t a l i zada r .Es to  puede ser o r i g i n a d o  I por l a  presenc ia  de i n h i b i d o r e s  e n  el s u s t r a t o  o simplemente p o r  falta de e s t a b i -  
l fded  de la enzima e n  las condic iones  u t i l i z a d a s ,  
O t ro  f a c t o r  a c o n s i d e r e r  es la  concentracibn.A wces la  e s p e c i f i c i d a d  apa- 
m n t e  de  una enzima parece  cambiar cuando se la usa  e d i s t i n t a s  mncen t r ac iones .  . 
1 Esto  que pa rece  abv io , a  menudo es ignorado  corn s u r g e  d e  las c o n t r o v e r s i a s  res- 
- 
Tpecto  de la  e s p e c i f i c i d a d  de le alfa aml l a s s ,be t a  Mdlasa y R enzima(l~hslan, l953) ,  
z 
+. 
. I Se debs tener cuidado de e v i t a r  la c o n ~ n a c ~ b "  ndcrobiana  e n  10% prepars-  
' dos enzim6ticos,particulannente duran te  incubac iones  1argas .Es to  se log= agregan- 
do tolueno o a l g f n  a n t i b i d t i c 0  a la mezcla d e  reacc ibn ,pero  se debe estar seguro 
de que e s t o s  a g e n t e s  no i n t e r f i e r e n  con las mediciones analfticsi. 
s 
Se pueden e n c o n t r e r  muchos e n  la  l i b r a t u r a , p e r o  mencionaremos aquf 10s tres 
A$B u t i l i ~ a d o s  e n  la determinacidn de e s t r u c t u r a s  de p o l i s e d r i d o s .  
l.-).fidrblisis enzirnet ica t o t a l  de  p o l i s a d r i d o s  a m a n o s e d r i d o s  
Es un metodo rdp ido  y senc i l lo .Se  r e q u i e r e  cnuy poco material y no hay reao- 
. 
ciows laterales de descomposicidn coma,ocurre du ran te  la h i d r d l i s i s  6cida.El 
1 p r i n c i p i o  d e l  d t o d o  se demuestra b i e n  e n  l a  detenninacibn de p o l i s a d r i d o s  mil&- I * ceos por  degradacidn de  10s mismos  a 0-glucosa con euni loglucosidasa ( h e  y Whelan, I 1966;Marshall  y Whelan ,1970) .La 0-glucosa l i b e r a d a  p o r  e c c i d n  e n d d t i c e  sa d e t e ~  I 
m i n a  usando ~ - g l u c o s a  0~idaSR ( L ~ O Y ~  y ~ h e l a n , 1 9 ~ ) .  
Es impor tan te  qua la  ami loglucos idasa  u-da contenga impurezas que s o n  esen- 
ciales p a r a  e l  procedimiento.Marshal1 y \%elan obse-n que la ami log lucos idesa  
c r i s t a l i n a  de  Rhyzopus n i v e u s , l i b r e  de slfe emi lasa ,no  proporc iona  h i d r o l i z a d o s  
cuan t i t a t i vos .So  puodt? v c r  en  l a  T a b l a ' 6  el grado de  convers idn  de  una serie de  
muestras de plucdgenn y almiddn a D-glucosa,con d i f e r e n t e s  mues t r a s  de amilogluco- 
sidasa.La p r n v c n i c n t ~  de A s p c r ~ i l l u s  n i g e r  con t ione  a l f a  amilasa. 
Es te  n&todo es a p l i c a b l e  a c u a l q u i e r  p o l i s a d r i d o  s iempre que se pueda en- 
r 
contar  una enzima o metc la  de enzimas adecuadas p a r a  l l e v a r  a cab0 l a  conversibn.  
Se i n t e n t 6  d e s a r r o l l a r  un metodo p a r a  b e t a  g lucanos  s o l u b l e s  u c i o n e s  
enzim6ticas  de emulsi ria de almendras pero s i n  6 x i t o  debido a la  r e v e r s i d n  anzimg- 
t ica .S in  embargo es probable  que se pueda mejorar  e l  metodo r e a l i z 6 n d o l o  e n  pre- y .  senc ia  d e  D-glucosa oxidasa ,de  manera tal  que l a  g lucosa  l i b e r a d a  se o x i d e  inme- 
diatamento ,ev i tando la  s f n t e s i s  de o l i g o s a d r i d o s ,  
- 
2.- Doterminacidn e n z i n g t i c a  de 10s productos  de ox idac idn  con 10, y degradacibn 
v 
de  Smith 
Las r eacc iones  involucradas  en la  degradscidn de Smith dan a l d i t o l e s . S e  de- 
s a r r o l l a r o n  mt5todos enz imdt icos  pa ra  la  detenninac idn  de  dos  de  10s a l d i t o l e s  m8s 
comunnente encont rados  : g l i c e r o l  ( ~ o b l e  y Sturgeon,  1970) y eri tri t o 1  ( s turgeon,  1371 ) ' 
La v e n t a j a  de e s t o s  m6todos es s u  g r a n  s e n s i b i l i d a d  pues  se pueden estimar 
0.1 micromoles d e l  a l d i t o l . L a  medicidn se puede realizar d i r ec t amen te  sob re  l a  
mezcla de  r eacc idn  luego de  la  degradaci6n de Smith.Para ambos a l d i t o l e s  el metodo 
depende de la  a c c i 6 n  de qu inasas  e s p e c i f i c a s , e r i t r i t o l  qu inasa  ( EK ) y g l i c e r o l  
q u i m s a  ( GK ) que f o s f o r i l a n  especff icamente a1 a l d i t o l  respectivo.Ambas r eacc io -  
nes se a m p l a n  con o t r a s  acc iones  enz im&ficas  que invo luc ran  un cambio e n  e l  e s t a d o  
de oxidacidn de nicotinarnida aden i  na d inuc leb t ido ,  p r e s e n t 8  como cofactor .Se mide e l  
cambio de abso rc idn  e n  UV a 340 m.La secuencia  de  r e a c c i o n e s  i n v o l u c r a d a s  se 
9 
observa e n  e l  esquema 4. 
- 
El dcido  f6rmico qua se produce durante  la o d d e c i d n  con  104 se puede estimar 
i tambien po r  procedimientos enzim6tico s (~squema  4) 
TABLA 6 
0- GLUM3SA LIOERACA ENZIft4ATICA:dENTE DE !JUESTRAS DE ALMIWN Y GLUCOGENO 
Glucoamilasa proveniente de 
Aspergillu s Rhyzopus Rhyzopus niveus 
niger n i  veu s I 
-
m&s:,alfa amilasa 
Amilosa de papa 
Almiddn do maiz 
Dextrina beta l fm i te  de 
almid6n de rnaiz 
Almiddn ( ~ l o r i  dean) 
. . 
1 -.Glucbgeno de ostras 
Glucdgeno de higado d ? .  
Glucdgeno de rnGsculo 
ENZIMATICA IX ALDITOLES Y ACfOO FORMIMI 
GLICEnOL + ATP , >  L- GLICEIWL- 1- FOSFATO + ADP 
G D H 
L-GLICEROL +' NAD -/1,3-dihidroxi-2-propanona f o s f a t o  
I I-FOSFATO + ADP 
ERITRITOL + ATP -> L-ERITHTTUL- 1 -FOSFATO + AW:; 
.,4;a 
P K 
ADP + PEP , . >- ATP + PIRUVATO 
L D H  
PIRUVATO + NADH + H / LACTICO + NAD 
HCDO + azu l  rnetilem + H 0 IH C O ~  + l s u c o  a z u l  met i lorn  
8 2 - - 
Ceuco azu l  meti leno + NO 3 N R a z u l  rnetileno + NO + H20 (a) 2 
ATP: adenosine-5' - t r i f o s f a t o  
PEP: f o s f o e n o l p i r ~ v i c o  
GDH:alfa-glicerofosfato deshidrogenasa 
-. 
ADP: ademsina=5' -p irofosfato  
GK: g l i c e r o l  quinasa EK : eri tri t o 1  quinasa PK: piruvato  qui nasa 
L0H:ldctico deshidrogenasa FD: formiato deshidrogenasa 
NR: n i  t ra to  reductasa 
a (a) se determina espectrofotorn6 tricamente e l  n i  tri t o  producido 
a . , 
I 3.- Determinacidn do1 qrado  d e  po l imer i zac i6n  d e  g lucanos  , -', 
I Se d e s a r r o l l 6  un metodo p a r a  medir el grado  de po l imer i zac i6n  de  g lucanos  
I I ( ~ a n n e r s , l 9 7 1 ) . ~ e  reduce  e l  glucano con BH Na,tal que t o d o s  10s ext remos  reduc- 4 
t a r e s  se c o n v i e r t a n  e n  D-glucitol.Luego se mide g lucosa  y g l u c i t o 1 , e s t e  bl t imo:  . 
I I 
con la enzima D-g luc i to l  desh idrogenasa ;es ta  va acompakdo de  l a  reduccicin de  lJAD ' 
I 
I I y w determinac idn  espectrofotom&trica.Este metodo se p o d r i a  a p l i c a r  a la  esti- 
macidn d e l  g rado  de  pol imerizaciBn de o t r o s  g lucanos  usando la  a l d i t o l  desh idro-  
genasa apropiada.  
I S u s  propicc?adcs y e s p e c i f i c i d a d  g e n e r a l  e s t g n  h i e n  deterrninctdas.Se ~ r e p e r d  
I e n  forma c r i s t a l i n a  d e  d i v e r s a s  f u c n t e s : d e  s a l i v a  humana ( ~ i s c h e r , l 9 6 l ) ; d e l  hnnpo 
A s p a r g i l l ~ u s  o r y m o  ( ~ i s c h e r  ,1954) ; de  E a c i  l l u s  S i ~ b t i  l  s ( ~ t e i  n y F i s c h e r  , l961), 
pancreas  p o r c f n o , e t c . E s t a s  enzirnas genera lmente  e s t h  l i b r e s  d e  t o d a  o t r a  carbo- 
I h i d r a s a , a u n  cuando se ha notado ocas iona lmente  l a  p r e s e n c i a  d e  rnaltasa. 
I 
I 
L a s  alfa amilasas h i d r o l i z a n  a1 a z a r  las u n i o n e s  g l u c o s i d i c a s  alfa-0-(l-+ 4) 
C 
e n  p o l i s a c d r i d n s  t i p 0  alrnid6n.El p r o d u c t 0  f i n a l  a.altas c o n c e n t r a c i o n e s  d e  enzima 
I 
es 0-glucosa y rnaltasa j u n t o  con una serie d e  d e x t r i n a s  alfa 1 f m i t e . E s t a s  d e x t r i -  . 
nas s o n  o l i g o s a c d r i d o s  d e  g r a d o  d e  p o l i m e r i z a c i d n  4 6 d s , q u e  c o n t i e n e n  las unio- 
nes  a l f a - ~ ( 1 - 3 6 )  g d i c a s  que c o n s t i t u y e n .  10s . p u n t o s  d e  r a m i f i c a c i 6 n  e n  e l  
s u s t r a  to .  A s i  corno es i o n e s  s o n  r e s i s t e n t e s  a la  h i d r d l i s i s  c o n  alfa amilasa, 
* e s t a b i l i z a n  a l g i ~ n a s  de l a s  u n i o n e s  alfa-0-(1--34) vec inas .Por  el lo  no se produce  
i s o m a l t o s a  p o r  a c c i 6 n  de  alfa amilasa .Algunos in formaron  s u  p r e s e n c i a  e n  h i d r o l i -  
z a d o s  o b t e n i d o s  c o n  esta anzirna (~on tgornery  y ~ 0 1 , 1 9 4 9 )  p e r 0  p robab lemente  se dbba 
a a l g u n a  t r a n s f e r a s a  p r e s c n t e  e n  10s o r e o a r a d o s  usados,  
Los o l i g o s a c 6 r i d o s  rn6s pequeEos o b t e n i d o s  p o r  alfa amil6lisis de l  a lmiddn  
s o n  10s que se ven e n  la  F i g u r a  8. 
A p e s a r  de que e l  a t a q u e  a m i l o l i t i c o  con  alfa arnilasa es a1 a z a r , e l  modo d e  
a c c i 6 n  p a r t i c u l a r  depende d e l  o r i g e n  d e  la  enzima. 
++ Todas las alfa amilasas r e q u i e r e n  Ca p a r a  e s t a b i l i z a r s e , a c t i v a r s e  o arnbas 
I cosas.Son e s t a b l e s  a pH e n t r e  5.5 y 8 y e l  pH 6pt imo d e  a c t i v i d a d  est6 a l r e d e d o r  
a de  6.Los i o n e s  d e  metales pesados:%,Cu y Pb i n h i b e n  s u  a c c i 6 n  p o r  un mecanisno 
a h  m conocido.  
18 
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con e rper i rnen tos  r e a l i z e d o s  c o n  H O y l a  r e t e n c i e n  2 
! de  la c o n f i g u r a c i d n  e n  C 1 de i a  D-glucosa , sug i r i e ron  d o s  mecahismos de a c c i b n :  
flLIGOSA(;A!I 1 IjL)S MAS PC:TJ!IT~~US OL1TENf INS CXlN ALFA MILA5A 
Con alfa amilasa humane y de 
Aspergillus oryzae 
Con alfa amilasa de mlta 
Con alfa amilasa de Becillus s u b t i l i s  
I 2' 
mlly> h 
I 1  . - % .  
a )  Un t lesplazamicmto f r o n t a l  ( S ) (Thoma y ~01,1963) e n  e l  c u a l  las unionoe  
N2 
C1 - 0 - C4, se rornpcri s imul t6neamente  formando una u n i d n  nueva OH 
b) Un d o b l e  d e s p l a z a n i e n t o  que i n v o l u c r a  d o s  S ,la u n i d n  C - O - C se abre y N2 1 4 ' 
se forma e l  cornplejo enzirna s u s t r a t o  que  l u e g o  se rornpe p a r a  d a r  l u g a r  a 10s 
p r o d u c t o s  
En e l  Esquemn 5 se pueden v e r  arnbos mecan imos .  
@FTA APILASA 
+a, 
C Se l a  e n c u e n t r a  e n  p l a n t a s  s u p e r i o r e s  y seala  p r e p a r 6  e n  forma c r i s t a l i n a  
d e  g r a n o s  d e  s o j a  y t r i g o  (Meyer ,1953) ,cebada y b a t a t a  ( 6 a l l s , l 9 4 ~ ) . ~ a  e n r i m a  
p r o v e n i e n t e  d e  cereales e s t d  contaminada g e n e r a l m e n t e  con  trazas d e  alfa amilasa 
( p e a t  y Vdhelan, l 9 5 2 ) ,  debiendo p r o b a r s e  siernpre la  a c t i v i d a d  d e  esta c a r b o h i d r a s a  
usando , p o r  e jemplo,  la  a m i l o s a  ox idada  d e s c r i p t a  a n t e r i o r m e n t e .  La b e t a  amilasa d e  
b a t a t a  c o n t i e n e  m a 1 t a e a . S ~  a c t i v i d a d  se supr i rnid  o r i g i n a l m e n t e  a g r e g a n d o  T r i s  o r 
e r i t r i t o 1 , p e r o  a c t u a l m e n t e  se ha d e s a r r o l l a d o  un rn6todo p a r a  e l i m i n a r  t o t q l m e n t e  
k d i c h a  impure z a  ( ~ a r s h a l l  y '!!helan, 1973). 
La b e t a  arnilasa l i b e r a  maltosa d e  a p e s o s  deade  e l  extrerno no r e d u c t o r  d e  
un alfa-D-(1-4) glucano.Una cadena l i n e a l  con  d r n e r o  p a r  de r e s i d u o s  de g l u c o e a  
se c o n v i e r t e  t o t a l r n e n t e  e n  b e t a  rnal tosa  m i e n t r a s  que a q u e l l a s  c o n  n6rnero irnper 
de r e s i d u o s  dan  ademss m a l t b t r i o s a  que es p o s t e r i o r m e n t e  h i d r o l i z a d a  a g l u c o s a  y 
maltosa.En e s t o  se b a s e  un metodo d e s a r r o l l a d o  p o r  Banks y Greenwood en 1968 p a r a  
determimar e l  g r a d o  de p o l i r n e r i z a c i d n  de m a l t o d e x t r i n a s  l i n e a l e s  y a m i l o s a  donde 
miden con g l u c o s a  o x i d a s a  la  g l u c o s a  formade 
Grado d e  p o l i r n e r i z a c i d n  = rng d e  p o l i s a d r i d o  (como g l u c o s a )  .. 
2 x g l u c o s a  l i b e r a d a  con  b e t a  amilasa 
La a c c i d n  de la  enzirna e n  p o l i s a c & r i d o s  ramificados ( a r n i l o p e c t i n a  y glucd-  
gene) se d e t i e n e  e n  l a  r e g i d n  de  las  u n i o n e s  a l f a - b ( 1 3  6 ) . ~ a  d i f e r e n t e  propor-  
I 
I c i d n  de estas u n i o n e s  d a  l u g a r  a. d i s t i n t o s  g r a d o s  d e  h i d r d l i s i s  (Tab la  7). 
MI-(;AtJIS!illS PI'iOf'IJI $TIIS PARA LA ACCION DE ALFA AMTLASA 
Enzima 
9 B) I 
1:o 
Enz ima 
I 
C -0 
I 
Enzima 
I 
C-0 
E n z  irna 
I 
Enz i ma Enzirna 
Las cadcnar; l a t c r f l l n s  sc c o r t a n  dejando r e a i d u o s  alfa-0-(l--) 6) m a l t o s i l o s  
' o  m a l t o t r i o s i l o s  segiln las misrnas contengan un n6rnero p a r  o impar de  g l l rcosas  
, 
(summer y French, 1956) .t,Jo se produce i s o m n l t o e ~  , & 
Respecto de s u  a c c i d n  e n  la  cadena p r inc ipa1 ,ha  s i d o  ob- je to  de muchas contro-  
l v e r s i a s  y las c o n c l ~ ~ s i o n e s  c o r r i e n t e s  son que se d e t i e n e  a uno o d o s  r e s i d u o s  de jkq D$l!,cora dcsde e l  punto lie r o m i f i c a r i b n , t a l  que las e s t r u c t u r a s  que pueden quedzr  
I son: 
Las prepnrac iones  cornerciales  de esta enzima p i e r d e n  rdpidamente a c t i v i d a d ,  
' pa r t i cu l a rmen te  e n  s o l u c i o n e s  d i l u idos .Po r  e l l o  se ag rega  g l u t a t i o n  o albdmina sd- 
rica humana p a r a  e s t a b i l i z a r l a . L a  b e t a  amilasa no r e q u i e r e  i o n e s  -- .metdlicos u o t r o s  
4 , . : cofac tores .El  Ph 6ptirno de a c t i v i d a d  e s t g ' e n t r e  5 y 6. 
* 
Un problerna que se encuen t r a  a menudo cuando se r e a l i z a n  beta mi~blisis e n  
g r a n  escala,es la  i n h i b i c i h n  que provoca la maltosa sob re  l a  enzima [hrisra y French 
1960) . ~ n  e s o s  c a s o s  , p a r a  a s e g u r a r  una h i d r b l i s i s  t o t a l ,  se hace una degradac ibn  . i n i -  
cia1 con l a  enzima p a r a  l i b e r a r  l a  mayor p a r t e  de la  mal tosa  de  las cadenas exte- 
r i o r e s , l a s c u a l  se el i rnina po r  d i 6 l i s i s . E l  p roducto  d i a l i z a d o  se r c i n c u b a  h a s t a  de- 
. 
gradacidn t o t a l  (~dhelan,  1964). Tambign se puede reali ta r  l a  i ncubac idn  d e n t r o  d e  
UM bo l sa  de d i & l i s i s , e l i m i n a n d o  a s f  contfnuamente e l  producto  de  b a j o  Peso Molecular  
I Respecto d e l  mecanismo de a c c i 6 n  de  l a  b e t a  a m i l a s a , l o s  experirnentos  r e a l i z e -  
18 18 dds con H 0 demostraron que la  mal tosa  l i b e r a d a  t e n f a  0 e n  e l  &tam de  C anom&- 2 
r ico .Es te  r e s u l t a d o  i n d i c a  que esta enzima,asi  corno l a  alfa amilesa,rornpe la  un i6n  
Cl - 0 - C4, e n t r e  C y e l  6torno 1 
AMILOGLlJ(DS1 DASA 
E s  una enzima microbiana producida por  e spec ies  de Asperg i l lus  ( ~ i n e b a c k ,  
1920) : Rhympus ( ~ a z u r  ,1967) ; Endomyws ( ~ u k u i  ,1969) y otros .  Act6 a sobre  poli-  
mdridos emildceos l iberando mol6culas de beta glucosa  de a pesos desde el  ex t re -  
mo no reductor .  
- Su accidn i n d i c a  que puede h i d r o l i z a r  t a n t o  las uniones &1fs-~-(l-, 4) coma 
1 
* 
alfa-&(l+ 6) g lucos fd ices  eunque hay quienee opinan we las e n z i m s  a i s l a d a s  
consisten e n  r e e l i d a d  en  urn mezcla de ellas. 
Generalmente t i e n e  alfa amilasa como impureza.Aunque este contaminants es 
d t i l  cuando la enzima se usa pa ra  determinaciones c u a n t i t e t i v s s  en  p o l l s s ~ d o s  
a m i l 8 c e o s , p r o v o ~  resultados e d n e o e  wando se la u t i l i z e  para e e t u d i o s  estrucs 
E l  p r i n c i p a l  inconvenient6 ssocfado con el uso de la  m i l o g l u c o s i d a s a  es la  
foraacidn de pmduc tos  de r ave r s idn  tal coa, Pue i n f o r m d o  pbr Watanabe y col e n  
1969,particularmente isoma1tosa;por e l l o  se deb8 tener mucbo cuidado cwndo se 
i n t e r p r e t a n  l o s  resul tados .  
La enzima es al tamente  e s t a b l e  y no r e q u i e r e  ningdn cofactor (~azur,1970). 
E s  una.enzima e x t r a c e l u l a r  aislaQ por primera vez por  Bender y Wallenfe ls  
en 2961 de Aerobacter aemgens.Se la ob t i ene  pura haciendo mcer e l  micmorga- 
rd.&!mo b a j ~  condiciones e n  que la e n d m  permanece unicle a la d l u l a , e e g u i d a  de s u  
ext raccidn con de te rgen tes  ( ~ a l l e n f e l s ,  1966). 
Hidrol iza  las uniones alfa-0-(1--, 6) de amilopectina y glucdgeno.En e l  caso 
de  la prirnera la  desramifica totalmente (95%) de menera tal que el l f m i t e  de beta 
a m i l l i l i s i s  asc iende  de 4846 a 9246 despuds del  t r a t smien to  con pululanasa.Hidroliza 
cuanti tat ivamente e l  pululano a maltotriosa,Su acc idn  e n  este caso es del tipo 
endos te l  que se a i s l a n  polfmeros de alfa mel to t r iosa  unidos a t r d s  del oxfgeno 
- 
: . '  
2 :  
S i n  embargo su &otio de ecc idn  sobre  p o l i s a d r i d o s  r ami f i cados  p a r e c e  ser 
de1 t i p o  E. 
\ 
La a c c i d n  con,iunta de pulu lanasa  y be t a  amilasa sobre  p o l i ~ n c & r i d o s  rurnifi- 
cados produce h i d r 6 l i  si s t o  t;al. Esto  se puade u s e r  p a r a  estimar enzimtiiticamente 
'I  l a  l o n g i t u d  do cadena promedio do e s t o s  p o l i s a c d r i d o s  ( ~ e e  y V!helan,1966).~ altas 
concent rac iones  la  acc i6n  de l a  pu lu l anasa . sok re  l a  d e x t r i n a  b e t a  l i m i t e  da m a l -  
t o sa  a p a r t i r  de l a s  cadenas con n6mero p a r  de  g l u c o s a s  y mal tosa  rngs g l u c o s a  de 
. l a s  cadenas con nGmero impar.Se c a l c u l a  e l  grado  de po l imer izac iBn cons iderando  
pinu equ iva l enc i a  e s t a d i s t i c a  e n t r e  l a s  cadenas p a r e s  e imparea d e l  pol iaaca ' r ido.  
- 1  
p o l i s a c 6 r i d o  t o t a l  ( ~ o m o  g lucosa )  
Longitud promedio = 
2 x glucosa  l i b e r a d a  ( b e t a  amilasa d s  pu lu l anasa )  
La h pu u anasa es rnuy o s  a le  a1 ca lor .El  t r a t a m i e n t o  d e l  sistema a 1 0 0 O  
? de tiempo no es s u f i c i e n t e  p a r a  i n a c t i v a r l a .  
A a1 n t r a c i o n e s , l a  pu lu l anasa  exhibe  r e v e r s i e n  y as$ la mal tosa  da 
i 
dos t e t r a s a c d r i d o s  y l a  m a l t o t r i o s a ,  tres hexaaacdridos ( f rench ,  1966). 
En La Tabla 8 se ve s u  e s p e c i f i c i d a d  r e s p e c t o  de d i s t i n t o s  p o l i s a c 6 r i d o s .  
Su e s p e c i f i c i d a d  es rnuy similar a la de  la  pu lu l anasa  y se lleg6 a creer 
que son i d e n t i c a s  ( E. Y. C. Lee y Whelan,1971). 
4 
Hobson,Peat y c o l  e n  1951 la  a i s l a r o n  po r  pr imera vez  d e  papa.Su p u r i f i c a -  
c i d n  es b a s t a n t e  d i f i c i l . N o  des rami f i ca  t o t a lmen te  l a  a m i l o p e c t i n a  y no actfia 
* sobre el glucdgeno ( p e a t  y c o l , l 9 5 4 ) . ~ i d r o l i z a  e l  pulu lano  de  la  m i s m a  manera 
que la pu lu l anasa  (Drurnrnond y !?!helan,l970). 
Las pequecas d i f e r e n c i a s  de a c c i d n  de la pu lu l anasa  y R-enzima e n  s u  
comportamiento con glucbgeno,pueden r e s u l t a r  simplemente de v a r i a c i o n e s  e n  l a  
c o n c e n t r a c i h  a la  c u a l  se ensayaron s u s  e s p e ~ i f i c i d a d e s ~ v e r  Tabla  8. 
A~~nqut? se cnnncr! drw.ie hace muchos afios su  e x i s t e n c i a  e n  l e v a d u r a s  ( l a r u o ,  
1951),nunca se l a  puri f - ' icb  n i  ca rac t e r i zb .  
Kobayashj y c o l  e n  Japdn (1970) y GwnJa Srnith,l.Vhelan y c o l  e n  USA (1970) 
descubrieron indepondi entemente i soarn i lasas  e n  o t r o s  ~ r g a n i ~ s n o s .  C u l t i v o s  f i  l t r a d o s  
de Cvtophaga mani fe s t a r an  t e n e r  i soami l a sa  l i b r e  de c u a l q u i e r  o t r u  enzima degrada- 
t iva .El  grupo japongs l a  obtuvo de  urn  e s p e c i e  no i d e n t i f i c a d a  d e  Pseudornonas. 
- 
a- 
x No es e s t a b l e  a1 calor.No r e q u r e r e  co fac to re s .  
Desramif ica  to ta lmente  glucbgenos,amilopectines y s u s  d e x t r i m s  f o s f o r i l a s a  
l i m i  t e .S in  embarjo su a c c i 6 n  s o b r e  I n s  d e x t r i m s  b e t a  l f m i  te  do . glu&e-s y ami- 
,- 
l o p e c t i n a s  es . incornple ta .Es te  comportarnienb se deb8 a s u  i ncapac idad  p a r a  h i d r o -  . 
l i z a r  cadenas laterales de dos  r e s i d u o s  de D-glucosa, lo  c u a l  se demostrb que es 
una do las propiedades m6s 6 t i l e s  de esta enzima.0tro de s u s  r e q u e r i m i e n t o s , e s  que 
18s uniones alfa-D-11- 6) g l u c o s f d i c a s  h i d r o l i z a d a s  se encuen t r en  s o b r e  u n  verda- 
dero punto de rarnificacibn.La enzima no actGa w b r e  el  pululano.  
m m  
En la Fig  9 se comparan 10s requerirnientos  rninirnos de  e s p e c i f i c i d a d  de  l a  
isoamilasa y pulu lanasa .  
GLUCOSIDASA Tl7ANSFERASA .- h i l o ( l 3  6 ) g l u c o s i d a s a  
Mucho dcspu6s de su descubrimiento p o r  Cori  e n  1951,se observd  que es un com- 
plejo b$nario con un componente h i d r o l f t i c o  que e x t r a e  10s r e s i d u o s  d e  alfa-D- 
( 1 3  6) g lucosas  un idos  a cadcnas de alfa-0- ( 1 3  4) glucanos.  E l  otro componente 
es una alfa-0-(1- 8 )  g l u c a n t r a n s f e r a s a  que e n  rnuchos casos est6 i nvo luc rada  e n  
el  proc@so de desrarnif i c a c i d n  ( ~ b d u l l a h  y !Vhelan ,1963). 
Las  cadenas laterales de tres 6 d s  r e s i d u o s  d e  g lucosa  ( l o n g i t u d  dpt ima 4) 
se a c o r t a n  a un s o l o  r e s i d u o  p a r  a c c i d n  d e  la  t r a n s f e r a s a m l a  D g l u c o s e  e x p u e s t a  se 
h i d r o l i  za con e l  componente h i d r o l i  t i c o  d e l  sistema (~squerna 6 ) .  


E l  r~mple , j o  snz imdt ico  a e  a i s l d  de ~ c u l o  de cone jo ,pero  l u e g o  se encon t rd  
e n  vurins f u e n t e s  ,i ncluycndo levaduran ( L ~ ,  1970). Na pa rece  r e q u e r i r  c o f a c t o r e s  y 
se pucde i n a c t i v a r  cada unn de s u s  componentes se lcc t ivamcr~tc .En  p r e c e n c i a  de  rno- 
l i b d a t o  no a c t d a  l a  t r a n s f e r a s a .  
Es probable  que e n  v ivo  este sistema a c t b  j un to  con la  f o s f o r i l a s a  e n  l a  
u t i l i z a c i d n  d e l  glucbgeno. 
3 E l  s u s t r a t o  menor sobre  e l  que actlja esta enzirna es G - a l f a - D - c ~ l u c o s i l d t o -  
- 
3 3 
t e t r a o s a  (I).NO hay a c c i d n  eobre 6 -alfa4-glucosilmaltotriosa (11) o 6 alfa-3- 
n ' m a l i o s i ~ m l t o t r i o s a  (111) 
S e  l a  prepard  de  p l a n t a s  , m i c r o o r g a n i m s  y marn i  f e r o s .  
Act6a sobre  p o l i  s a c h r i  dos arnil6ceos li borando resi duos de  D - g l u c o k  por un 
mecanisno exo , como D-glucos i l  f o s f a t o  , desde 10s extremos no r educ  to r e s .  
f o s f o r i l a s a  
D-glucosi l  f o s f a t o  + D-G > f o s f a t o  + D-G 
n C n+l 
E s t a  r e a c c i d n  es r e v e r s i b l e  y en tonces  es necesa r io  t e n e r  g r a n  exceso de or-  
tof o sfato i norgBni co  p a r a  a s e g u r a r  degradacidn completa , 
La enzirna es C t i l  p a r a  examinar p o l i s a c 6 r i d o s  ra rn i f icados  que dan una dex- 
t r i n a  l f m i t e  ( d e x t r i n a  fi ) .Su a c c i d n  corno l a  de la  b e t a  arnilasa se d e t i e n e  e n  l a  
r e g i d n  de las ramif icacionas.Su e s p e c i f i c i d a d  es ta l  que a1 l l e g a r  a1 limite d e  hi -  
d r e l i s i s  quedan c u a t r o  r e s i d u o s  de g lucose  e n  cada cadena ,sobre  10s que act& la  
g lucos idasa  t r a n s f e r a s a  que como vimos t i e n e  este r e q u i l j i t o  e s t r u c t u r a l .  
S i  la  rcacidn se l l o v a  a cab0 a n  p ra senc i a  de a r s e n i a t o . e n  l u g a r  de  fosfato, 
l a  r:rgrarlncibn dc 10s alfa-TI-nlucarms da ~ l u c o s a  e n  l u g a r  de D-glucosil  f o s f a t o  
(~a' z , 1 9 ~ 1 ) . 5 e  forrna i n i c i a l m n t e  D-glucosil  a r s o n i a t o  que es . l $ b i l  
y FC h i  d r o l i  z a  
Salcano y Knbayashi e n  Japbn (1971) b u w n d o  pu lu l anasa  e n  A s p e r g i l l u s  n i g e r ,  
encont ra ron  u&i enzirnn cuya a c c i b n  'sobre e l  pu lu lano  era d i s t i n t a  de  l a  esperada.  
6 
Se la  l lamd i s o p u l u l a n a s a  o pu lu lano4-g lucanoh id ro la sa  y s u  a c c i d n  es 
+ 
hidroliza las uniones a1fa-D-(1-74) g l u c o s f d i c a s  ael pu lu l ano  p a r a  
<- 
. , 
- 1 3 
- .  
- [6 - a l f a 4 - m a l t o s i l g l u c o s a )  como r e s iduo ,  Tembi6n act& s o b r e  panosa,  6 -alfa-D-glu- 
2 
. . --- . m s i l n v r l t o t r i o s a  y 6 -alfa-D-maltodlmaltotrio~ ( ~ i g  10) 
; . *5 
ESCO sugiere que l a  enrirna h i d r o l i z a  s e l ec t i vamen te  las un iones  alfa-0- 
(I*) g l u m s i d i c a s  d e l  r e s i d u o  que l l e v a  un s u s t i o  uyenta  e n  06 ( ~ i ~  10). 2 
. - 
Se propuso un me.canismo de t i p 0  endo y con a t a q u e  Z3,bptz - ,per0  esto no e s t d  
C 
4 
a h  debidamente e s t u d i a d o  ( ~ a k a n o  y ~ o b a ~ a s h i ,  1972). 
E N Z I M A S  N O  A M I L O L I T I C A S  
Las enzimas de este t i p 0  que se conocen ac tua lmente  son  nune ra sa s  y se s i g u e n  
buscando o t r a s  ta l  que sea p o s i b l e s  e s t u d i a r  g lucanos  con c u a l q u i e r  t i p o  de uni6n. 
t n t r e  las d s  u t i l i z a d a s  mencionaremos 
a) DEXTRANASAS: h i d r o l i z a n  uniones 1- 6 de dexkranos-Se a i s l a r o n  de microorganismos 
( ~ u t s o n  y c o l ,  1963). Son endoenzimas. 
* 
e b) BETA - D - (1- 3 ) GLUCAN.4SAS: e n t r e  las que se d i s t i n g u e n  v a r i o s  t i p o s  de a- 
cuerdo con s u  e s p e c i f i c i d a d  
i ) Especf f i cas : se a i  s l a r o n  de p l a n t a s  y . microorganisrnos (lilanners ,1973). A c t b n  
solamente e n  un iones  beta-D- (13  3) 
ii) No e s p e c f f i c a s :  p r e s e n t e s  e n  Cytophaga.Degradan a1 laminaram dando g l u c o s a  y 
l amina r ib i  o sa  ( p a r s h a l l ,  1973). Se une a las uniones  beta-0-(1-3) g l u c o s f d i c a s ,  
pero h i d r o l i z a  tambidn las beta-0-(1+4) vecinas .  
2 <  6 r alfa - nal tcs i l  ma1 tano 
.elM 
T- iii) Exo g l u m n a r a s :  o b t e n i d a s  d e  algea:E5&era g r a c i l i s  .ALtGari s o b r e  o l i g o s o c 6 -  
ridos y p o l i s a c d r i d a s  con u n i o n e s  bcta&(1+3) l i b c r a n d n  g l u c o s a  dcsrle el  extre- 
mu no r e d u c t o r  r els son y ~01,1969) 
i v )  L i q : ~ e n ~ s a :  s o l o  actt;a s o b r e  10s g l u m n o s  c o n  u n i o n e s  m i x t n s  carno e l  liquenano, 
s iendo  e l  p r o d u c t 0  p r i n c i p a l  e l  t r i s a c 6 r i d o  ~ + e t a - ~ - ~ l p -  (1 -* 4)-be t a - ~ - ~ l ~ -  (1-2 3)- I 
0-Glp (Fleese y P e r l i n ,  1563). 
c) BETA - 0- (1-76 ) GLiJCANASAS: se e n c o n t r a m n  e n  h o r g o s  ( ~ i c k e s  y ~ ~ 1 , 1 9 6 2 ) .  
No se conoce s u  e s p e c i f i c i d a d , p e r o  se s a b e  que el  rnecanismo de a c c i d n  es B. 
C 
5 I 
d) BETA - D - [ 1-4 ) - GLUCA:JASAS: muchas de ellas p r o v e n i e n t e  - de hongos h a n  
' lh 
. - 
.-+*; 
?“p.-, . &3,dk3-'dficadas.~o son  a l t a m e n t e  e s p e c f f i c a s  y a l g u n a s  i n c l u s i v e  d e g r a d a n  b e t a  
[Icgradacibn cxpreseda % de degradacidn : 
como Amilosa Amilopectina Glucdrjen~ 
a l f a  amilasa 
f o s f o r i l a s a  
ma1 tosa  70-80 
al fa-0-glucos i l  f o s f a t o  70 
glucosa 
fsoamilasa glucosa 
be ta  arnilasa + 
3 pululanasa (usadas 
canjuntamente) ~ l t o s a  
be ta  amilasa + 
pululanasa (usadas 
sucesivamente ) maltosa 
glucoami lasa con 
trazas de a l f a  
amilasa glucosa 
glucoamilasa pura 
.( de Aspergi l lus  n iger  glucosa 
(a) ocurre  h i d r d l i s i s  pero la  accibn se ve indirectamente,por ejemplo e n  el aumento 
riel l i r n i  te de beta  arni ldl i  si s 
nd: no determinado 
TABLA F! 
8-e nzima Pululanasa Isoarni lasa S u s t r a t o  gluca- '  d .a asa 
t r a n s f e r a s a  
Amilopecti  na 
-'& ~ l u c i j g e  no 
$ d e x t r i n a  de 
a m i l o p e c t i  na 
$ d e x t r i n a  de 
glucdgeno 
9 . beta d e x t r i n a  de 
ami lopect ina  
beta d e x t r i n a  de 
+ este sfmbolo i n d i c a  que e l  p o l i s a c 6 r i d o  es h i d r o l i z a d o  p o r  la endma 
desramif i cante  
nd indica no determinado 
I. 
ALFA , ALFA - 0 - TREHALOSA 
ACIW D - ARABINO HEXIJLOSONICO 
Trehalosa es el nornbre generalmente usado para D l g l u c d s i d o ~ l u c o s f d i c o s ,  6.- 
- .  
de 10s cunles se conocen tres formas piranbafrxf8,En general  la cL , d, 43-trehhlosa 
(al fe-~lu~o~iranosil-alfa-D=glucopirano), es el idmero d s  comumnte  e m n  tra- 
dos, a d  como de algunas p l an t a s  vasculares menores.En algunos mamffems es tdn  pre- 
sen te  elgunas de las enzimas inwlucradas  en la dntesfs  y degradacidn de este az& 
car,aunque nunca ha podido aislarse t reha loss  de estas fuentes, 
b s  d . t rehalosa  y , (3 t r e h e l o a  .a s in t e t i ze ron  qufmicemente y , e r  
oepto en elgunas pocos casos,no aparecen en la mturaleza,Los i s d n o m s  que cont ie-  
3 
nen arnbas formas f u r a d s i c a s ,  o una f u r a d d c a  y otra p i r a d s i c a , n o  se conocen has- 
AISU\EBIWTO E IDENTIFICACION 
. . 
L4 0( , d-b-trehalosa se ext rae  f b d l m n t e  de d l u l a s  de  tejldos suspendiendo 
el naterial en etanol 70% e hirvlendo la mezcla.El ezfcar,que queda en el ~~brerns- 
dante,se puede eislar por cromatografia en pepel (~lbein .1967)  o se puede cristali- 
ble en B ~ W  y e tsno l  acuoso y cristaliza de soluciones de  e tanol  BOqb como dihidrato.  
D ' pmd. i d e n t i f i o s r  tanbi8n en pequehs  clmntidades por el U~KI  d. una trehalasa s s p e d -  
fica canbinada con glucosa oxidaria. 
La ,d-D-trehalosa fue  aislade primeramente de l  centeno por  Wiggers e n  1832. 
Oesde a l l f  se la  encontrd en  un gran dmwr, de organismos,entre ellos,hongos y leva- 
duras,en 10s cuales hay evidencias de que d r v e  cam material de reserve. 
En la Tabla 9 se puede ver su  abundenda en  hongos y levaduras , 
t' eC;C ..-..ry.P'" . " 4 - - - ' -1 - 
APART T:TPF,I TJ!-: -'LTFEI iALQSA FIN HONG(3S Y I-EVAfIIIRAS 
ESPECIE REFERENCTAS 
Kyxornyce tes D i c t i o s t e l i u m  d i s c o i  deum C. Ceccar i  n i  ,1965 
Dic t ios te l iu rn  rnucoroides J. S. Clogg,1961 
Ascorny ce te! Neurospora t e t r a spe rma  
Sacharorny ces c e r e v i  siae 
A, Sussman, 1957 
K. t.1yrback , 1949 
Bas i  dionyce tes Pucci  n i a  g ramin i s  
Fomes fomentar ius  
Forne s anno su s 
H. Reisener  ,1962 ' 
0. !?usgrave ;I971 
0. fJusgrave ,1971 
Fungi i rnperfect i  P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  E. Merdinger ,1967. 
Pen ic i l i um chrysogenum A. Bal l i o ,1964  . \, 
A s p e r g i l l u s  luchuens i  s G. h!andels, 1965 
Myrothecium v e r r a c u a r i a  G. Vandels  ,1965 
P i  torny ces char ta r ium I, Andrew, 1964 
Sclerot iurn cepivorurn J, Coley,1971 
Helrninthosporiurn sat ivum D. h?athre,  1969 
. .  . E :. , 
I ! .4 
Cabib y I-cloir  ( 1 9 ~ 3 )  dcmostraron el mecanismo de  b i o s i n t e s i s  & en  levadura  dc cerveza. 
h!iJ++ 
)I UDP - D- glucosa  + 0-glucosa-6-fosfato 3 I 
1 t r e h a l o s a  6 f o s f a t o  s i n t e  tasa 
E l  equilibria de esta r eacc idn  e s t d  b i e n  desplazado e n  f a v o r  de l a  s l n x c s i s  
r h  lmahalosa fosfato.En un paso s i g u i e n t e , s e  e1imii.a f o s f a t o  con una f o s f a t a s a  p a r a  
ciar t r e h a l o s a  l i b r e  que aparentemente se almeccsna e n  g randes  cantidades.Panek (1962) 
inform6 el  mismo rnecanismo a p e r t i r  de  s u s  e s t u d i o s  con l evadura  de  panader ia .  
Tarnbign se dwnostrd ( ~ l b e i n ,  196'7) qua E-D-P-D- r 4 c ' j  g lucosa  daba t r e h a l o d  
9 r q d i a c t i v a  e n  e x t r a c t o s  celulares de  Strptomyces hygroscopicus. 
Los r e s u l t a d o s  de  v a r i o s  e s t u d i o s  i n d i c a n  que la  b i o s f n t e s i s  d e  t r e h a l o s a  
e s e  bajo  c i e r t o  t i p 0  de regulaci6n.Elander  encont rd  que e n  l e v a d u r a s , l a  p r e s e n c i a  
de  altas concent rac iones  de t rehalosa-6-fosfato [ 20 mh!) ,as5 como d e  o t r o s  a z S c a r e s  
f o s f a t a d o s  inh iben  la  t roholosa-6-fosfato s in te tasa .En a lgunos  o rgan i snos  altas con- 
cen t r ac iones  de t r e h a l o s a  (30-50 rntdj i nh iben  la  s i n t e s i  s de  tr; ,halosa-6-fosfato pro- 
bablernente p a r  un mecanisno de re t roa l imentac ibn .El  hecho que se n e c e s i t e n  altas  
* 
= sor-  concent rac iones  de t r e h a l o s a  (o trehalosa-6-fosfato) p a r a  l a  i n h i b i c i 6 n , n o  e, 
prendente ya que l a  t r e h a l o s a  s i r v e  como material de  r e s e r v a  d e  e n e r g f a  e n  e s t o s  
I * organismos y p a r  l o  t e n t o  as  almacenada e n  grandes  cant idades .  
CATABOLISt.?O DE ALFA,ALFA TREHALQSA 
1.- d l  d t r e h a l o s a  - 6 - f o s f a t o  f o s f a t a s a  
Vimos que la t r e h a l o s a  se s i n t e t i z a  coma s u  Qster f o s f 6 r i c o  e n  carbono 6, 
aunque generalmente se encuent ra  como az6car 1ibre.Debe e x i s t i r , e n t o n c e s , e n  10s or- 
ganismos que almacenan este azbcar,ur& f o s f a t a s a  capaz de romper la  uni6n  6 f o s f a t o .  
estuciios con l evaduras  y fuc  p u r i f i c a d a  p o r  Friedman e n  1966.Se v i o  q u e  la  enzima 
++ 
r e q u i e r e  la  presenc i a  de un c a t i d n  d i v a l e n t e  (!,Ig es e l  mejor)  , a i endo  e l  pH bp- 
timo c i i  acd idn  7.0. 
2.- T r c h a l a ~ . a  
La t r e h a l a s a  ( d. , d - t r eha losa  l -D-glucohidmlasa)  fue  e n c o n t r a d a  e n  horqos  
> g r n i ~ 9 .  
en  1093.Desde ese momento se la  encont rd  e n  una g r a n  va r l edad  d e  organismos d i f e r en -  
+ tes , i ncluyendo a lgunos  que no si n t e t i  zan n i  a lnacenan  t r e h a l o s a .  
Las propiedades  de  l a  enzima a i s l a d a  de  d i s k i n t o s  organismos v a r i a n  enormemen- 
te: el  pH dptimo puede estar e n t r e  3.7 y 7.5.Algunas son  s o l u b l e s  y otras no l o  son. 
Es de suponer que estas propiedades  r e f l e j a n  10s d i f e r e n t e s  r o l e s  que l a  enzima - 
curnple e n  e l  metabolismo de 10s organismos. 
La t r e h a l a s a  de 1evad:ras  es i n h i b i d a  p a r  D-glucosa y t reha losa-6- fosfa to  
( ~ s t a  G l t i m a  a c t d a  po r  un mecanismo compet i t ivo) ,  
L q , , - . ;  #* 
r- .dl - 
3.- d , d - t r e h a l o s a  f o s f o r i l a s a  
- 3:Esta  enzima,que s e 5 a l 6  un nuevo carnino metabdl ico  p a r a  l a  t r e h a l o s a , s e  encon- 
" ' 1 - 1  : I  
tr6 e n  e l  a l g a  Euglena g r a c i l i s  ( ~ a r e c h a l  y ~ e l o c o ~ i t o w  ,1972); cataliza la  r u p t u r a  
' r r  - 
f o s f o r o l f t i c a  r e v e r s i b l e  de la t r e h a l o s a  dando d -D-g lucos i l fo s f a to  y D-glucosa 
como productos.El pH bptimo de a c t i v i d a d  p a r a  la  f o s f o r d l i s i s  es 7.0 y p a r a  la  sfn- 
tesis es 6.3.Con e l  uso de esta f o s f o r i l a s a  10s a u t o r e s  pud ie ron  p r e p a r a r  a l g u n o s  
disec&idob desconoci dos  h e s t a  e n t o m e s ,  como & d e o x i - a l f a - ~ - ~ l u c o ~ i r & i l - a l f a - ~ -  
.ROLES DE LA TREHALOSA EN EL METABOLIStAO 
1.- Como componente e s t r u c t u r a l  
I En E.!ycobacteria la  t r e h a l o s a  no ~ 6 1 0  apa rece  como a z 6 c a r  l i b r e , s i n o  tambien 
corno componente de v a r i o s  g luco l fp idos ,E lbe in  y M i t c h e l l  examinando 10s n i v e l e s  , 
de  t r e h a l o s a  y g lucosa  e n  d icho  organismo,encontraron que m i e n t r a s  e l  n i v e l  d e  
* gluc6geno aumentnto a rnedida qua disminufa e l  n i v e l  d e  N i t r d g e m  on  e l  medio , lo s  
n i v e l o s  tie t r e h a l ~ r ~ o  pc?rmamcian cons tan te .Es tos  r e s u l  t a d o s  s u g i r i e r o n  que la tre- 
halosa  l i b r e  e n  estas c g l u l a s  puede ser u t i l i z a d a  p a r a  o t r o s  f i n e s  que 10s de  re- 
. . 
0- 
' se rve  energ8  t i c o s  , n i e n t r a s  que e l  g l v c d g e m  ae almacens p r i  nciipalrnente como pro- 
r 2.- m a t o r i a l  d~ r e s e r v a  
Los e s t u d i o s  hechos e n  hongos y Strptomyces demostraron q u e , d u r a n t e  10s pa- 
s o s  i n i c i a l e s  de l a  germinaci6n do las e s p o r a s , s e  u t i l i z a  la  t r e h a l o s a  como fuen- 
te  de energfa .Es tos  e s t u d i o s  tambien e s t a b l e c i e r o n  que la  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e  
la  t r e h a l a s a  aumenta m6s dri is t icamente j u s t o  a n t e s  d e l  t iempo d e  m e t a b o l i z a c i d n  
de la t r e h a l o s a  o du ran t e  el  rnism0,haciendo p o s i b l e  qua la  enzima sea r e s p o n s a b l e  
del  i n i c i o  d e l  ca tabol i smo de d icho  azscar. 
Se demostrd e n  c i e r t o s  i n s e c t o s  que la  t r e h a l a s a  puede p r o v e e r  l a  e n e r g i a  
* 
. para el vuelo  (€vans,  1957). 
-. 
3.- Cmo i n t e r m e d i a r i o  d e  la  r e a b s o r c i d n  de D-glucosa 
6e s u g i r i 6  qus  l a  s i n t e s i s  y degradacicjn de t r e h a l o s a  c o n s t i t u y e  un  mecanis- 
mo p a r a  la r eabso rc idn  de D-glucosa e n  e l  r i E b n  y,probablemente,en e l  i n t m t i n o  
4 Sacktor ,  1960). 
Hay a lgunae  anomaliasno e x p l i c a d a s  e n  la bioqufmica de  la f reha losa ,como la 
p r e s e n c i a  de t r a h a l a s a  en e l  sue ro  y o r i n a  humanos.Tampoco se puede e x p l i c a r  s u  
p re senc i a  e n  e l  i n t e s t i n o  de  i n sec tos ,donde  la t r e h a l o s a  es un componente r a r o .  
* 
En la T e s i s  Doctoral de  A.F.Cire l l i  (1972) se han resuntido las caracteris- 
tices p r i n c i p a l e s  do dicho Bcido,por lo cual remitimos a dicho trabajo a1 lector 
qus requ iem algfin data del mismo. 

Entre  10s azdcares  s imples de un e x t r a c t 0  acuoso de C y t t a r i a  h a r i o t i  F i scher  
se encontr-6 un producto con las mismas caracterfstices cromatogr6ficas que el  dc ido  
D-arebino hexulos6nico ( ~ a b l a  10) y que deba un c o l o r  rosado c a r a c t e r f s t i c o  con e l  
reec t ivo  de p-anisidina.  
.& . La f r a c c i d n  que contenfa el cetdcido f u e  aislade por cromatograffa e n  pnpel. 
Por reduccidn y l ac ton izec idn  se obtuvieron las dos l ac tonas  epfmeras:Dglucona- 1.4- 
lac tona  y D-manono-1,Lblactone i d e n t i f i c a d a s  .por cromatografia e n  papel  y cgl de  s u s  
T r i m e t i l s i l i l 6 t e r e s  ( ~ a b l a  11).Um muestra de e r a b i m  hexulosonato de Calc io  tra- 
teda en las mimes cond ic ioms  m s t r a b a  10s mismos r e s u l t e d o s , l a s  r eecc iones  que 
tuvieron lugar  se ven en  e l  Esquema 7. 
estimar le cant idad de dcido l i b r e  present8  e n  e l  hongo,se adap t0  el  me- 
todo de cromatograffa e n  papal  usado para  az6cares r educ to res  con c l o r h i d r a t o  de p- 
e n i d d i n e  como r e a c t i v o  de revelado,obteni6ndose' un r e s u l t a d o  equivalent8  a 1% de 
ceidcicb presen te  en polvo de homo seco.No se u t i l i z d  cromatograffa gas-lfquido 
*. I .  para la  detenninaci6n cuan t i t a t iva ,pues  t a n t o  las exper ienc ias  real izerdas en nuestroL - 
labore tor io ,wmo 10s dabs  que aparecen en l i t e r a t u r a  pa ra  o t r o  6c ido  hexulosbnico: 
L-xilo-hexulost!inico (0s  ~itt.1971) coinciden e n  e s t a b l e c e r  la pobre c o r r e l a c i 6 n  e n t r e  
la  concentracidn y la  respues ta  d e l  d e t e c t o r  para e s t o s  bcfdos. 
Considerando la  i n so lub i l idad  de l  producto e n  nretano1,cabe swponer que el  
* cetodicido.est6 p resen te  corn sal.kda la f d c i l  descwnposicidn clel dc ido  e n  agua a 
e b u l l i c i d n  o en  medio dcido a temperature ambiente (0hle y ~ o l t e r ,  1930). las sol* 
ciones que l o  contenfan se sometieron a l i o f i l i z a c i 6 n  cuando se rea l id  su estima- 
c idn  cuan t i t a t iva .  

TABLA 11 
M;L M: LOS PRODlJCTOS ODTENIWS POR REDUCCION Y LACTONIZACION DEL ACIOO %ARABIN0 
Tr relatiw a a r e b i t o l  
3% OV - 17 (a 10% NPGS ( b3 
arabi to1 
Dglucono-1 ,Iblactom 
I 
I dcido h r a b i n o  hexulosdnico reducido y lactonizado 
c e ~ c i d o  a i s l a d o  de Cyttaria 
harioti Fischer  (reducido y 
[a) To inyector  290°; To detector  320°;T0 columne programada e n t r e  120 y 20Oa 
J 
[ 4.1 min) , f l u j o  de N2 30 mllmin ) 
(b) To inyector  250°; To detector  300°; To wlumm 3 minutos e 150° y luego  
4 
progremeda e n t r e  150=18?i0 (loO/min) , f l u j o  de N2 30 mllmin 
Es esta la pr imera  vez que se encuent ra  un dcido hexulos6nico l i b r e  e n  bongos. 
Previamenta se inform6 s u  p re senc ia  como conrponente de un p o l i s a c 6 r i d o  de Cvttaria 
h a r i o t i  Fischer (F. M r e l l i  y ~ e d e r k r e m r , l 9 7 1 )  y tambi6n ha sido h a l l a d o  como pro- 
ducto de h i d r d l i s i s  d e  un p o l i s a d r i d o  e x t r a i d o  del a l g a  Chondrus Cripsus (young y 
~ i c e , l 9 4 6 ) . ~ s t o s  d o s  son  10s f n i c o s  an t eceden te s  de s u  a i s l a m i e n t o  a p a r t i r  de pro- 
ductos na tu ra l e s .  
s5-l 
Es impor tan te  deb taca r  qua 10s dcidos ce toa lddn icos  son  intermediaries de sf* 
tesis de Bcidos asc6rbicos.Asf p o r  l a c t o n i z a c i b n  y e n o l i z a c i d n  s imul t6nea  del k i d 0  
D-arabino hexulos6nico ( I ) se p~ed t3  o b t e n e r  &id0 D-arabaascdrbico ( I1 ) 
' H - C - O H  Lf 1 - 1  $ 
. I  4 & OH 
I - 1  
2 
Kisckebusbh y Lang (1962) observeron que el  dcido D-arabino h e x u l o s d d w  puede 
userse e n  e l  t r a t a m i e n t o  d e l  e sco rbu to  p rowcado  p o r  una die ta  d e f i c i e n t e  e n  Vitemina 
CARACTERIZACION DEL A C I W  D- ARAOINO HMULOSONICO 
/ \ 
/o \o I 
H C OH 
I 
H O C H  
I 
HC OH 
I 
HC OH 
. I 
CH2OH 
\ ? 
4 C -  
I 
HOC H 
I 
H O C H  I 
I 
HO C H 
i 
1 
H C OH 
I ! / 
H C O H  
I Un e x t r a c  t o  rnetandlico de es tromas s e a s  da 9 ttaria h a r i o t i  F i scher  (previa- 
mente tratados con cloroformo,6ter de p t r b l e a )  sa f r a c c i d  e n  una columna de  
celulosa.Adem~is de 10s az6cares  s imples anteriormente es tudiados  ( ~ s d e  , 1 9 6 7 )  
I . ss seperb una f r ecc idn  (574 d e l  e x t r a c t o  o r i g i n a l )  que contenfa un o l i g o s a d r i d o  o mezcla 
de e l l o s  de c a r a c t e r f s t i c a s  cromatogr&ficas similares a la alfa,alfa-D-trehalose. 
La mezcla, sin embargo, contenfa alguna sus tanc ia  r sduc to ra  ( tal  como aparec fa  con 
m 1 el r eac t ivo  de g a n i s i d i r a ) ,  Por t r a t e n i e n t o  de esta f r a c c i d n  con t r e h a l o s a  fos-  I 
f o r i l a s a  se obtenfa g lucosa , lo  c u a l  indicaba  que uno de  10s componentes de l a  
mezcla era efect ivamente t rehalosa ,ya  que la  .entima cataliza espedf ica rnen te  la 
t r e h a l o m  fos fo r i l a .  
t r eha losa  5$ glucobd + -D-glucos i l  
\ fosfato 
La r e c r i s t a l i z a c i d n  fraccionada con etanol proparcion6 bn componente puro ds 
pf: 132-1370 y 1g1 25 a + 180 , va lo res  coincidentes  con 10s infonnados para la  
D 
alfa,alfa-D-trehalosa (ne isener  y ~01 ,1962)  , asi como con 10s obteriidos e n  el la- 
bora to r io  con t r eha losa  cornercial.El pf:95-960 de su  a c e t a t o  tambien c o i n c i d f a  con 
e l  informado para el octat lcetato de trehal0sa:97-99~ ( ~ u d s o n  y ~01 ,1915)  . La 
ident idad dg l  o l i g o s a d r i d o  se confirm6 tambidn por  el  T r  en  crmatografia g a s  
l i q u i d 0  de su.TMS d t e r  que co inc id ia  con e l  observado para  el TMS 6ter de trehalose. 
I i  Se estimd e l  porcen ta je  de t r eha losa  p resen te  e n  el  hongo,sobre un extracto 
acwso d e l  misno,luego de e l iminar  10s azdcares fermentables con Saccharomyces 
c e r e v i s i a e  , Previamen que la t r e h a l o s a  no exper imenb  n i n g h  
cembio en  contac t0  con 
P- - 
Se separd la f racc i6n que contenia  la t r eha losa  por cmmatograf fa p r e p a r a t i  va 
I en papel de una a l i c u o t a  d e l  e x t r a c t o  o b t e n i d o , ~  t a n t o  Bste como la f r a c c i 6 n  aisla- I da se incubnron con t r e h a l a s a  (24 h , 370) estimando,con el  r e a c t i v o  de glucosa- 
t r e h a l o s e  trehalasa > 2 glucosa  
pH 7 ; 3 7 O  ; 24 h 
De aq9f su rge  que: 
Paralelamente se t r aba jd  con un t e s t i g o  de t r e h a l o s a  de concentracidn conocida 
y con el c u a l  se habfan seleccionado p r e v i m e n t e  las condiciones dptimas de reaccida.7 
s 
1 para que la conversicjn f u e r a  tote1,Los r e s u l t a d o s  sa observan en la Tabla 12 
1 P '  
TABLA 12 
. 
. .  , 
DETEnMINACION DE TRWLOSA POR HIDROLISIS CON TREHALASA 
~uee t r -a  " 4 gl-sa t r e h a l o  sa trehalot3a trehalosa % 
- . c (moles/rnl) (moles/rnl) (rnmoles e n  (wI 
e x t r a c t o  original] 
Trehalom 10-1~ 1960 980 0.098 
1900 950 0 090 ,I!. 
~xt rac to  aduoso 500 
fermentado 
Fraccirjn T 
250 (en 50 m l )  0.125 42.7 
mq \ ;.; 
rn r - .  350 (en 50 m1)0.091 , , 31.1 0.22 
Los v e l o r e r  enconcraoos con la  tratpl#!% p a e a  permiten declr que,el error 
del  metodo es de a l rededor  d e l  Gqd.~a d i fe renc ia  observade para 10s v e l o r e s  de az6- 
car infonnedos sobre e l  extracto total y sobre l a  f rqcc idn  aislada d e l  misno,puede 
, '  . 
deberse a urn s u m  tie errores ,Por  un ladoven el e x t r a c t o  total puaden e x i s t i r  626- 
cerres que sean,en pe r t e ,h id ro l i zados  pa r  la enzima,lo c u a l  herfa e l e v a r  e l  porcen- 
' t ;  
r :J taje de t r e h a l o s a  ha l l eda  en r e l a c i d n  a la presen te  y aden$s,la separac idn e n  pape l  1s. puede i n t r o d u c i r  un error por defec to  .De todos mdos podembs decir que el porce* 
taje de t r e h e l a s a  ha l lado e n  C y t t a r i a  h a r i o t i  Fischer est6 e n t r e  0.22 y 0.30% 
respecto  de l  peso dl howo seco, 
La proporcldn ha l l ada  es muy pequefia.Sin ernbarg0.e~ p o s i b l e  que el azJcar 
est6 presen te  e n  cant idades  mayores en  o t r o s  es$adfos de w vide vegetetiva.Clegg 
y Fi losa  (1961) encontreron 7% de t r e h a l o s a  e n  esporas  de Dyctyostelium mucaroides, 
* 
, -  
pem no ha l l e ron  el azljcar en  o t r o s  e s t ados  de la  v ida  de la  levadura. 
3 - 
4 .  
Q 
&--  
AISLIUlJFNTO Y PURIFICACION DR, POLISACAREfXS 
De un ex t raco  ecuoso do estromae seas de Cyttarie h a r i o t i  F i scher  se obtuvieron,  
por p roc ip i t ac idn  fraccionelda con etano1,dos fracciones.l.e pr imere ,prec ip i tada  e n t r e  
- 1  
CJ-W$ de etanol , contenf a un p o l i s a d r i d o  es tudiado anter iormente  (A.F. Cirelli ,1971). . 
-n I
mientrns que la  segunda,obtenida e n t r e  52-5% de etano1,estaba formada p o r  urn mezcla 
.:I: 1 
de p o l i s a d r i d o s  m s s tud iedos  (1.5% de r e n d i n l e n t o ) . ~ & a  mezcla f u e  separada por . 9 1 
I 
une r e p e t i c i d n  d e l  proceso a n t e r i o r  ,obteni&ndose un p o l i s a d r i d o  A e n t r e  41&p d e  
C 
etano1,con un 4346 de rendirniento sobre el pmducto  crudo,y o t r o  B que p r e c i p i t a b a  ' 
entre SO-63qd de e t a n o l  can un 18% de rendimiento sobre pmduc to  crudo.Sa t r a b a j b  el  
primem ( p o l i s a d r i d o  A) y se reservd el  rjegundo { p o l i s a d r i d o  8) p a r a  urn f u t u r a  
invest igacidn.ki  se examinaron 10s productos de mayor so lub i l ided ,  
* .  E l  p o l i s a d r i d o  A \ d l  = + 157O (H 0) se p u r i f i c d  p o r  r e p r e c i p i t e c i d n  de su 
D 
2 
- solucidn acwsa con etano1,alcantando el poder r o t a t o r i o  un v a l o r d e  + 171.La. rep~-  
- 21 t i c idn  del mi- procedimisnto do6 veces d s  d i o  un v a l o r  condtante  da Cd . . D : ". 
8 
La determinacibn de l a  curva de s o l u b i l i d a d  e n  siatema a lcoho l  agua,mostrb 
que la miam no presentaba s u p e r f i c i e s  de d iscont inuidad ( ~ i g u r a  11) y que el 95% d e l  
p o l i s a d r i d o  p rec ip i t eba  de su  solucidn acuosa en  un rnargen e s t r e c h o  de concentrac idn 
La homogeneidad f u e  mnfinnada por u l t r acen t r i fugac ibn ,ya  que las corridas heches 
cqn una concentracidn 0.946 d e l  p o l i s a d r i d o  a n  C l n e  0.1M daban un fin&& #J&W s i m k  
I tr im ,wnque ancho ( S 3.1 ] ( ~ i ~ u r a  12). I * 20 ,w 
La constancia  d e l  poder r o t a t o r i o  a t r a d s  de la8 r f i s t i n t a s  p u r i f i c a c i o n e s , e l  
por u l t r e c e n t r i f u g a d & n  y la  c u r m  de solubilidad,rwm e v i d e n c i a s  de la pu- 
reza del prod"cto en  es tudio ,por  l o  cua l  se continud con el  examen de s u s  propieda- 
des y se procedib-a e s t u d i a r  su  es t ruc tura .  
3 

ANALISIS POR UUTRACrmTRIFUGACIMJ 
Las fotos fueron tomadas a 10s 32 , 64 , 100 , , 161 y 1.72 minutos 
.. 8 
' b, . 
s .  
- .as1 
El  p o l i s a c h r i d o  d i o  una l e v e  co lo rac idn  v io ldcea  po r  agregado de .una  s o l u c i d n  
- I 
-1 de Iodo y e n  su e s p e c t r o  i n f r a r r o j o  ( ~ i ~ u r a  13) se observaba una.benda a 8 M  c m  
en  la  zona c a r a c t e r i s t i c a  de la unidn a1fa-D-glucos~dica.No se observaba  ninguna 
-1 banda e n  las c e r c a n i a s  de 891  cm , absorc ibn  i n d i c a t i v a  de  la  unidn  b e t a  g l u c o s ~ d i c a .  
La f r e c u e n c i a  de l a  absorc i6n  e n  e l  I R  j un to  con e l  a l t o  v a l o r  d e  poder  ro t a -  
t o r i o , p e r m i t i s r g n  c o n c l u i r  que el  p o l i s a d r i d o  e s t a b a  c o n s t i t u i d o  p r inc ipa lmen te  p o r  
0 
1 
uniones alfa-D-glucosfdicas  ( ~ n r b e r  ]i ~ 0 1 , 1 9 5 4 )  , t en iendo e n  cuen ta  10s r e s u l t a d o s  
.ck. h i d r r j l i s i s  d c i d a  que se d e t a l l a n  m8s adelante.. 
- 
E l  grado do pol i rner izacidn ( y p o r  l o  t a n t o  el PM ) se determinaron seg6n 
n 
e l  mt3todo d e s c r i p t o  por  Unrau y Smith (1957),que c o n s i s t e  e n  la  m d u c c i b n  d e l  ex t re -  
mo r educ to r  d e l  p o l i s a c 6 r i d o  con BH Na,seguida de ox idac idn  con p a r i o d a t o  de  s o d i b  4 
y medici6n,seg6n e l  metodo espec t rofo tom6tr ico  d e s c r i p t o  po r  Eegrive (1937),del  
C formaldehido producido.En base a 10s d a t o s  ob ten idos  se c a l c u l b  un grado  d e  polime- 
-.I 
r i z a c i d n  de 246 (PFA 40000) si se cons idera  que e l  grupo t e rmina l  est6 unido a tra- 
n 
v6s  d e l  Oxfgeno d e l  Carbono 4 o d c l  G-3 y p o r  l o  - tan to  se producen dos moles d e  
- 
formaldehido por  "01 de po l i s ac8 r ido ;  o de 123 (PM 20000) si se cbns ide ra  que e l  
n 
extremo terminal esta' unido a t r a v e s  d e l  Oxfgeno d e l  C-6 o d e l  G2,produci&ndose  
e n  este caso un mol de formaldehido por  ml de  p o l i s a d r i d o  ( ~ i ~ u r a  14).  
AZUCARES CXIMPONENTES DEL POLISACARIDO 
pq2asm- Por h i d r d l i s i s  dc ida  t o  a1 de p o l i s a d r i d o  se obtuvo g l u c o s a , c a r a c t e r i z a d a  
por  cromatograf ia  e n  pape l  y cromatograffa  g a s  l fquido,Dicha c a r a c t e r i z a c i d n  se 
I 
confirm6 po r  preparac idn  de la  N-p-nitrofenil-D-glucopiranosilamina. 
Se es t im6 la proporcidn de g lucosa  e n  el p o l i s a d r i d o  d e  acuerdo  a1 m6todo 
I de  Lee y Whelan (1966) u t i l i z a d o  pa ra  a n a l i z a r  p o l i s a d r i d o s  amil&ceos,  que con- / ds te  en h i d r o l i z ~ r m ~ ~ . B ~ ~ ~ ~ $ l p g l u c b s i d a s a  y determiner  la  g lucov ,  l i b e r a d a  
- 1 1 ,  . l r  

BH4Ns 1 HCH E 0 
con el reac t i t to  de glucose o x i d a s a - p a r o x i d a s a . ~ ~  
Los r e s u l t a d o s  ( ~ a b l a  13) ind ican  que b s p d s  de 24h de incubacibn se obtuvo 
102%~ en  peso de g l u c o a , r e s p e c t o  d e l  polim&d@ o r i g i n a l  y que a las dos horas  el  
porcentaje era de solamente 29%. 
La velocidad de hidrdlisi s d e l  glucano con amiloglucosidesa,permi tirfa e x c l u i r  
. 
satructuras d e l  tipo amil6cess pues,de aeusrdo a 10s e s t o d i n s  r e e l i z e d o s  por  
horas de incubacibo,siendo despuds rJe 7 horas la convereidn cast Ootal  ( ~ i ~ u r a  15). 
ESTUDIOS DE HIDRQLISIS PARCIAL 
Por tratamiento d e l  glucano con ddd. 'sulf&im 1 N  duranb 3 W a s  a 100°,se 
I *  
obtuvieron glucosa , ~ l f a - D - g l o c o p i r a m  S i l - a l f e - D - g l u ~  ( i a a n a l t o s a  ) y 
4-Pa l fe -Oglucop i  rana&lelfa-~lucopiranasa (mltoea) ,ceracterizados por croma- 
t 
Oografia en papel  y gaseosa de 10s trimetilailil$tsres de 10s oligpm&dos redu- 
En la cromatograffa en pepel  aparec ieron oligosa&dos de menor movilidad, 
1 
10s cuales,segGn 10s g r d f i c o s  de l o g  dt = R f  / 1-Rf e n  funci6n d e l  grab cb pol i -  
merizacidn (~igura 16,Regla de ~rench ) podrian aer : ~ a l f s ~ . g l u m p i r a m d l - ( 1 -  4) 
I 
4alfb~-gluco~iramsil-(1~ 4) - O a l f a - D g l u c o p i r a m ~  (mltotriosa) ; Oa1fP-D- 
It 
Glp- (1+ 6)-0.elfa-~-~lp- (1- 4)&lfa-D=GlP o b i e n  ~ a l ~ a - O - G l p - ( l *  4)- 
~ l f a - l L G l p ( l ~  6 ) - 0 9 1 1 f ~ - 5 G l ~  (i-ma) y 0 a l f ~ 1 ~ - ( 1 ~ 6 )  - h l f b W G 1 p  
( 1 3 6 )  - 0 - alfa - D - Glp ( isomaltatFioaa ). 

hfic~ostra Inci~bacibn moles de mg glucosa % h i  drdli si s 
(horas) glucosa (0.1 m l )  
Poli saciiri do 
* 
Amilosa 
Ami lo  sa 
TABLA 14 
cnou. GAS LICUIM DE LOS PROIIUCTOS E HIMOLISIS ACIDA PARCIAL 
4 
h h s t r a  (cono V:S 6ter) T r  
9 
Sorbi to1 3' 
Ma1 ti to1 8' 24" 
Iswnalti to1 9' 20" 
Polisadri  do =h&&-oli q d o  
4 .  
y reducido . . . . I 
E l  hidrolizodo se separd en tres frirca.ones por cmmatografia en pape1,Unn de - 
e l l a s  cons i s t fa  casi. exclusivarnente en glucass y fue deshechada.Las o t r a s  dos fue- . 
ran sonodidas separadamente a una cromatograffe a n a l f t i c a  en urn columna de Sephadex 
Gl0,pruviamente calibrada con el p o l i ~ ~ d o  s i n  dogradar,maltosa y glucosa.Las 
.* . 
curves obtenidas se ven en l a  Figure 17. 
-l .I% d
Cada urn de l e a  f r acc ioms  obtenidas se a m l i z a r o n  par  cromatograffe en papel. 
Q De acuerdo a este adlisis, la f raccidn dos d e l  hidrolizedo consi  ste principal-  
mente en isomaltosa con t r azas  de glucose y maltotriosa.Considsrando e l  Ve de la 
maltosa (13,5 m l )  podrfa no observarse el pico corrwspondiente si es tuv i e r a  en pe- 
queHa proporcidn ( ~ i ~ u r a  18). 
La f raccidn 3 d e l  hidrolizado presents. tamtiien 'corn producto princfFja1 isomtil- 
tosa  junto a oligosacEiridos mayores (Fig 19).&1 las cromatografias en pepel de Jos 
9 
mimos y re lac idn  en t r e  e l  Rf y grado de polimsrizacibn,r~e obtuvieron t e su l t ados  
a d l o g o s  a 10s ya discutidos respecto de la posible  identidad de dichos o l igosed -  
* 
La a c e t d l i s i s  de l  p o l i s e d r i d o  de Cyttaria h a r i o t i  Fischer se reerlizd s igu i e  
do la t h i c e r  descr ipta  por Matsuda y co l  (196l),por tmtamiento con una mezcla de 
anhidrido ad t ico :bc ido  e d t i c o  g l a c i a l  t6cidD su l fd r i co  (11 :8: 1 . 5 ) , ~ 1  a w t o l i z a d o  se 
desacet i ld  con metljxido de sodio en metanol y,por cm~ltntogmffa en papel de le mezda 
* 
resul tante ,se  observb glum- y meltosa en gran proporddn  junta con meltotriose.  
8e =pard la glucosa por crwnatograffa preparatiua en papel ,y se analid la 
* lleezclcl de oligosa&idos en  urn wlum~ de Sephadex G-10 tsL como se h izo  con el  
glucosa,maltosa y mal to t ib~ga(Fig  21).~embidn se observd un o l i g o s a ~ d o  que e l u f a  
FIMRH 17 
- 
curva para glucosa 
- - - curva para maltosa 
"10 d ~ !  la fraccidn 2 del 
hidroliredo percia1 
,1- 3) 
1 n m i  n s r - i  tri nan 
CROMATOGRNIA EN SEPHADEX El0  E L  FRODlJCm DE ACETOLISIS 
9" 
Loo r?at:o3 tht.c.!nidnc a purtir  do l& dmgradncibn do1 p o l i s a c 6 r i d o  cn mcdios 
'Qcidos p c n i  t i c r o n  tic t:cctnr l a  prosencia de unioncs alfa-0-(1- 4) y a1 ~ a - ~ - ( 1 9  6) . 
E l  hecho da ob tene r  mayor proporcidn da i somal to~x i  que de rnaltosa e n  la h i d r 6 l i s i s  
con dcido sulffrico,rnientr'as que priicticamente no se observ6 i somal to sa  en l o s  pro- 
-f ductos de ace tb l l s j .~ ,  c s t i  de acuerdo con 10s e s t u d i o s  r e a l i t a d u s  pBr '.l!nlfrorn y col P:I. 
1963,1951) sobre la  velocidad de h i d r d l i s i s  e n  medio dcido de 10s d i s t i n t o s  disa-  
c6ridoc de 0-glucosa,ya que l a  constante  de ve loc idad de h i d r d l i s i s  dcida ( C ~ H  0.1~) 
I, 
de la rnaltosa y n i g e r o c ~  es tres veces  mayor que la a la ismaltqsn 
(~abla 15). 
TABLA 15 
- % lELOCIDAD CE HIDZOLISIS DE DISACAnIDOS DE GLUCOSA EN C1H 0.1 N 
' . 
? 
4 -1 
01 ~3~Gdri o Unidn k.10 min 
80° 99.S0 
koj ib io sa  
A d i f e m n c i a  de l o  que sucede e n  la unidn a1fa-D- 
(1-76) e n  la  a c e t d l i s i s  es mds o t r a s . k t s u d a  y c o l  
(1961) conprobaron que la i s l d l t o s a  se c o n v e ~ t ~  por  s c e t c ~ l i o i s  totalrmrnte e n  
glucosa ( 6 h,2!j0) mientfas que la nigerqsa e n  estas condic iones  permanecia i n a l -  
terada.Una e x p ~ i c a c i d n  de este hecho es que las uniones 1 3 6  primaria3,est i in m6s 
ravorecidas  esttfricamente que una,unibn secundaria p a r e  el a t e q u e  p o r  un i o n  ace- 
4 t i l i o  ( M CO ) (f30penthal ,196l).€n cambio,las uniones secunds r i a s  se rompen d s  3 
8 fdcilmente en  e l .medio  de h i d r 6 l i s i s  dcida,en el que son 10s factores electr6- 
0 
n icos  10s determinantes de l a  r u p t u ~ a ( ~ s q u e m a  8).' 
- Vemos as3 que ambos td todos  se complemntan y el no e n c o n t r a r  trazas de 
nigerosa en el pmducta  r e s u l t a n t e  d e  la acatdlisis d e l  p o l i s a d r i d o , p e r m i t e  su- 
poner que no existe jen proporcibn ' aprec iab le  ,uniones alfa-l)l.(l* 3) en el  g lucam.  
ESTUDIOS ENZIMATICOS 
E l  ~ o l i s a c & r i d o  t r a t e d o  con alfa milase! bac te r i ane  en buffer glicerofos- 
8% &I poder reductor .  
,Teniendo en cuente que 10s o l i g o s a ~ . r b s  d s  pequefios que puede l i b e r a r  la  
2 
enzirna son 6 -elfa-raaltosilmaltotriosa y blfa-~) .glucopiranosi lmal  totriosa ,podemos 
d e c i r  que deben existir por  l o  menos tres o c u a t r o  uniones elfa-~(1-34) con t iguas  
.I 
en  urn e s t r u c t u r e  ramificada,para que sobre le m i m e  actGe la  alfa amilesa,tel como 
se vr, en 10s modelos I y 11. 
k;lp - 6 - G l p  1 
+ 
G l p  - OH + Glp 
+ 
Glp - 0 - COM3 + Glp 
Glp - - Elp 
tl p e q ~ ~ s f i o  p o r c c n t a , j e  de h l d r b l i s i s  p roduc ido  F o r  la enzima e n  e l  g l u c a n o  
on esturl in,parrnit :e s:Aponor quo on e l  mismo no hay m8s de 2 u n i o n c s  alfa-0-(1* 4 )  
c o n t i g u a s .  
-7 ,= Los resill tador,  n t i tcnidos  a1 tratar e l  p o l i s a c 6 r i d o  con  a m i l o g l u c o s i d a s a  y a  
- -L 
han s i d o  d e s c r i p f n s .  
E l  g l u c a n o  f u e  t r a t a d o  con p u l u l a n a s a  b a c t e r i a n a  e n  b u f f e r  c i t r a t o  d e  snd io-  
-2 
a c i d o  citric0 1 0  !.I , pH 5 , s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i p t o  p o r  Lee  y 
'Jlhelan (1966) y s e  determind e l  poder  r e d u c t o r  a d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  d e  t iempo. 
Se obtuvo  un p o d e r  r e d u c t o r  final de  3 s ( e x p r e s a d o  como g l u c o s t s ) , m i e n t r a s  que  e l  
glucdgeno i ~ c t i c a r n e n t e  no f u e  a t a c a d o  p o r  la  e n t i m a  e n  las mismas c o n d i c i o n e s .  
En la  F i g u r a  22 se ven las  c u r v a s  d e  h i d r d l i s i s  d e  a n b o s  p o l i s a c $ r i d o s .  
* P o r  c r o m a t o g r a f i a  e n  p a p e l  d e l  p rodbc to  d e  h i d r 6 l i s i s  a p a r e c f a  un Gnico o l i -  
g o s a c 6 r i d o  que,de  a c u e r d o  a1 p r d f i c o  de l o g  alfa' e n  f u n c i d n  d e l  g r a d 0  d e  polirne- 
9 r i z a c i r i n ,  d e b i a  E e r  0-alfa-~-~l~c0~ira~w~il-(l-)4)-alfa-~-~1~copiramsi1-[1~4)- 
a1fa-D-glucopiranosa ( m a l t o t r i o s a  , ~ i ~  23). 
Una h i d r b l i s i s  p r e p a r a t i v a  (400 mg d e l  p o l i s a d r i d o )  p e r m i t i d  la  i d e n t i f i c a -  
c i d n  de  este ol igosac6r ido .La  i n c u b a c i d n  se r e a l i z d  d e n t r o  d e  una b o l s a  de did l i s i s ,  
de ten igndose  a1 cab0 de  8 horas .Es te  p r o c e d i m i e n t o  f u e  a d o p t a d o  d e b i d o  a que e n  10s 
6l t i rnoe  ~ e r i o d o s  de  l a  h i d r d l i s i s  con, p u l u l a  g l u c o s a  y mal- 
t o w  p o r  l o  q u e  se supuso que p o d r i a  h a b e r  a nante.De esta 
I 
mnera se e v i t a b a  que a c t u e .  l a  enzima con taminan te  s o b r e  10s o l i g o s a c 4 r i d o s  peque- 
* fios que se i b a n  produciendo. 
Quedaron as? d o s  f r a c c i o n e s  que f u e r o n  a n a l i z a d a s  p o r  separado .  
RELACInN ENTRE MOVILIDAD Y 
; .- por tmtarnientcl  cnn rcsi nns Bcida y bbsico,quedb un producto  crornatogrrifi.camentcr, 
coinc i r f ia  con e l  de  l a  rna l to t r j  o sa  ( ~ a z u r , ~ 9 5 5 )  ,asf como el. punto  de f u s i d n  (1340- " 
El e e p e c t r o  ;?i.."N d e l  oli~osilc&ric!la presen taLa ,cn  la zona de  10s H g l i c o a i d i c o s  
una s 6 a l  a d e l t a  5.4 ( J-3 ) ( ~ i g  25),Segdn Usui y c o l  (1974) este v a l o r  co r r e s - '  
ponde a1 H g l i c o s i d i c o  d e  una unidn a1fa-D-(1-4) g lumsfd i ca .En  l a  Tabla  16 se 
observan 10s v a l o r e s  encont rados  po r  e l l o s  p a r a  d i s t i n t o s  o l i g o s a c & r i d a s .  
praducido e n  la  hiddlisis con pu lu l anasa  es r n a l t o t r i o ~ a .  
, 
. 
. 8 
Fracci6n E3, ( so luc idn  i n t e r i o r  a l a  bolca  de d i b l i s i s ) . %  c a l e n t d  d b ' a n t e  
* 
t o s  pa ra  desact iyq  la  enzima y luego  se d e s a l i n i f i c b  tal domo se hizo con l a  fra 
c i b n  A,Por cr&mgtb@afia e n  pape l  se observd que c o n s i s t f a  mayormnte  e n  r n a l t o t r i o  
adn cuando hab ia  o l i gosac&r idos  mayores de menor movilidad.Se s epa rd  la m a l t o t r i o s e  
p o r  c romatograf ia  e n  pape l  descar t6ndose y eluyendo p o r  separado  las o t r a s ' f s a c c i o n e  
Urn de ellas era cromatogr&ficamente pura.Su g rado  de  p o l i m e r i z a c i  
y smi th  ,1957) d i o  un valor  de 492 si la  uni6n t e r m i n a l  es a t r e v d s  d e l  0 del  G6 1 
. 
{I- cwnl co r r e sponde r i a  a un t r i s a c d r i d o )  o 984 si es a t r a v g s  d e l  0 d e l  G 4  ( lo  .. - 
ma1 m r r e s p o n d e r f a  a un hexasac6rfdo).  
La e c c i d n  de la  pulu lanasa  sobre  este o l i g o s a c & r i d o ,  d i o  un ljnico producto  1-. ". - - l1 
.. . rn I cuyo Rg c o i n c i d i a  con e l  de  la  m a l t o t r i o s a . ~ s t o  i n d i c a b a  que e l  o l i g o s a c d r i d o  era . I 
Crornatoerama en Sephadex G10 d e l  oliqosadrido 
obtenidopor hidrblibf$-con * 
pululana FA 
2 
I 
A -- 
4 B  
I 
b 
9, ---I- 
5 4 0  h 

I -. Oligo sac6ri do 
. . 
Tipo de u n i b n  icosidico . 
H-1 alfa H-1 beta H-1 ' H-1 " 
( P P ~ )  ( P P ~  ( P P ~  
d, bl,, trohalosa 
9 
ko jibiosa 
Nigerosa 
hlaltosa 
Iswnaltosa 
Lemi n a r i  bi o sa 
alfa (la- 1) a 5.20 (3.0) 
alfa (1- 2) 
alfa (1- 3) 5.27 (3.0) 4.69 (7.5) 5.38 (3.O) 
alfa (I-- 4) 5.26 (3.0) 4.67 (7.5) 5.4 (3.0) 
alfa [lo 6) 5.28 (3.8) 4.68 (7.0) 4.99 (3.0) 
alfa (1- 4) T 
alfa  (1- 4) 5.27 (3.0) 4.66 (7.5) 5.4 (3.0) 5-4 (3.0) 
alfa  (1- 6) 
alfa (1- 4) 5.27(3.2 . ,-. 4.67 (7.7) 5.41 (3.0) 5.0(3.0) 
alfa (1- 4) 
a l fa  (1- 6) 5.29 (3.0) 4.68 (7.5) 4.99 (3.0) 5.4(3.0) 
Celobiosa beta (1- 4) 5.26 (3.0) 4.68 (7.5) 4.52 (7.51 . 
* 
Genciobiosa beta (1- 6) 5.25 (3.0) 4.67 (7.0) 4.56 (7.5) 
(a) 10s velores entre por6ntesis corresponden a l a s  conatantes de acoplamiento 
Tsmbi6n considerando el d d e l  o l i g o s a d r i d o  - + 170 (&$I) se puede descartar 
I 0 
que se trate de maltotr iosa,panosa a isopenoser y por  lo  t a n t o  la p o s i b i l i d a d  d e  que 
" 
sea 3 el gredo de polimeritacibn.Si se construyen las curvas de poder r o t a t o r i o  pa ra  
#7 ol igosecdr idos  con uniones alfa&(l-+ 4) g lucos id icas  y oligosac&idos con uniones 
.. . ' .  alfe&(l-7 6) g l u c o d d i c e s  ( -Figma 26) e l  v a l o i  obtenido paia el hsxasacdrido es un 
1 " 1  ' - 
8 .  
punto enkre ambas curvas , lo  cua l  permite suponer que t i e n e  ambos t i p o s  de uniones 
(observar que e l  . va lo r  de panosa e isopanosa aperace e n t r e  10s de maltotriosa e is* 
6 La o t r e  fraccxon c o n s i s t f a  e n  o~igosac&idos de  muy poca movilidad (R menor 
g 
que 0.1) y que se convertfan to ta lmsnte  en m l t o t r i o s a  p o r  acc idn  d e  pululanasa. 
. ... 
-1 
Los e s t u d i o s  entimtfticos indicaron asf que el  po l i sac4r ido  es,b6sicarnente ,un 
polfmero cons t i tu ido  por r e s iduos  de alfa-[)-meltotriosa unidos p o r  uniones alfa-0- 
( 1 9  6). 
La a p a r i c i 6 n  de mal tos i lma l to t r iosas  con grado de pol imer i rac idn 6 y mayor 
ae explice por  e l  mecanism endo de accidn de la  pululanasa sobre p o l i s a d r i d o a  
a 
l inee lea .  ' 
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ESTUDIOS DE OXIDACfON CXIN METWERIODATO UE 6Qf,IO 
Los resul tados  obtenidos por oxidacidn con periodato d ~ !  sodio d e l  p o l i s a d r i d o  
(fable 17)  , corresponden a un consumo de 1.28 moles de periodato de sodio por  mol . 
de glucose anhidra con fomaci6n de 0.33 - l e d  dcido fdrmico por mol de glucosa 
, 
h s  cbterminaciones del  consumo de perioehto se hicieron segh el  m6todo de 
c Fleury y Lange (1933) . El &do fdrmico proviene de la8 uniones 1+ 6 m$s las 
wcidades terminales.Se dosd pera le lmente  la glucose remernente ( a see el por- 
centaje de uniones no atacadas por e l  oxidante) obteniendose un valDi. de 3 4 %  
cuando la  oxidacidn fue completa. 
E l  oxopolisac&ido obtenido an la oxidacidn con periodato se mdujo  con bar- 
hidruro de sodio y se hidrol iz6 el polialcohol r e su l t an t e  . Se determind la rela- 
b 
cidn molar de eritritol:glicerol:glucosa (29:63:7) en la mezcla  able 18) pox 
crontatografia gas l iquid0 de 10s TMS Btems d ~ l  hidrwlizado y de nrezclas cuanti- 
&was de standards,de acuerdo a1 m6todo deswip to  por Outton y col (1968). 
r M  
LOS barns ae consumo de perlodato y produccirSn de dcido fdnnico den i dea  aer 
t i p 0  y proporcidn de uniones glucosfdicas presentea en el pol isac6r ido ( ~ o b b i  t ,1956). 
~ o s  residuos piran6sicos unidos a triav6s del  Gl y C-4 (11) 6 E l  y C-2 (111) con- 
sumen un mol de oxidante . Las uniones pirandsicas 1-+ 3 (IV) y las r m i f i c a d a s  en 
4 
G 2  y G 4  (VI) son r e s i s t e n t e s  a la  oxidecibn,mientras que las un+anes 1-36 (v) y 
10s grupos terminales no reductores (I) consumen dos moles de periodato y l i be ran  
- .  
* un mol de dcido fdrmico ( ~ i ~ u r a  27) . . I , ,= 
De acuerdo con e s t o , l o s  resul tados  obtenidos son a lgo  menore5que 10s esperados 
.-, 
para un p o l h e r o  de 6 J a l f a 4 h n a l t o t r i o s a  (0.33 moles de 6cido f6rmim por mol de 
R. '1 
.. glucosa anhidra y 1.32 moles de periodab%mol de glucosa anhidra](~squema 10). 
I I 

TABLA 18 
RELACION ERITRITOL:GLIC~l3L:GLUCOSA M fiL OXCJPoLISACARIW REDUCIM) 
Eri tri to1 Gliceml Glucosa 
~e iadbn  molar (satndards) 
f Relaci6n molar (h i  drolizado] 
&p (a) obtenido por tr iangulec idn de 10s p cos qus oparscen y cotno prcnsdio de 5 
corridas hechas e n  las mimes condiciones 

ESOUhMA 10 
- 3 
OXIDACIQN (TIN 10- DE UN POLIRf?O DE 6 - -O- MALTOTRIOSA 
2 ml 
I 
eritritol B m  
' glicerol eri tri to1 
+ + 
Be- 
eri tri to1 glicerol eritritol 
+ + + 
g l i c e r e l d e h i d o  gliceraldehido glicer, glicer , glicer . 
er2 tri to1 
+ 
glicer . 
C 
E l  adlisis  c u s n t i t a t i v o  de loe prod&oe ob ten idos  par r educc idn  e hidrb-  
lisis t o t s 1  d e l  p o l i s a d r i d o  reducido(1uego de la  oxide~cidn  con I0 ~ e ) , t a r n b i e n  4 
permi te  conocer e l  t i p o  d e  uniones glicosfdicas p resen te s ,S i  el  glucano es l i n e a l  I I 
con u n i o m s  1-74 se obtendr6  eritritol y a ldeh ido  g l i c d l i c o  a d d s  de g l i c e r m l  
- 1  
proveniente  d s  10s extremos reductoresy  no r e d ~ c t o r e s ~ l l n  g lucano un ido  1+ 6 da 
g u c e r o l  y g l i c a r a l d e h i d o  y des las uniones  1 9 3  se o b t i e n e  g lucosa . l a  r e l a c i d n  
eritrito1:glicerol:glucosa encontrada e a t 4  de acuerdo con 10s d a t o s  o b t e n i d o s  p o r  
Y t i t u l ac ibn .E l  hecho de e n c o n t r a r s e  un % d s  g l u m s a  remanente (CGL) i n d i c a r f a  l a  
p o s i b i l i d a d  de  qua hub ie ra  uniones  1-3 e n  el glucano, 
Se reoxidd  e l  p o l i a l c o h o l  y * midid d l  consumo de p e r i o d a t o  y g l u m s a  re- 
J 4  
manente a d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  do tiampo.ldo hubo consumo de o x i d a n t e  y la g lucosa  
d i o  un v a l o r  c o n s t a n t s  de 45, 
9 
I shak  y P a i n t e r  (1974) observaron qua b a j o  c o n d i c i o m e  a n a l i t i c a s  m u m s ,  
IP la  proporcidn d e  r e s i d u o s  de D-glucosa r ee r i s t en t e s  a la  ox idac idn  con  p e r i o d a t o  
I sn p o l i s a d r i d o s  rarnif i c ados , e ra  1/3 d e l  h e r o  de ramificacioms y que d i c h o s  
r e s i d u o s  sa $odfan o x i d a r  fdc i lmen te  luego  de que 10s glucanos  oxidados  &ran  re- 
ducidos con borohidruro  ds sodio.  
E l l o s  e x p l i c a r a n  e n  baee a model08 e s o s  r s s u l t a d o s  expe r imen ta l e s  y conside- 
m r o n  qut,cuando un r e s i d u o  ds D-glucosa que 11- UM r a m i f i c a c i d n  em G6 es oxi- 
da&, los  dos  grupos a ldeh ido  r e s u l t a n t e s  f o m n  hemiace ta les  c f c l i c o s  d e  6 m i e n -  
. . 
bras con 10s OH de  una unidad vec ina  no oxidada e n  la mi- cedena ,mient ras  que 
- 
- R 
wando ss oxidan 10s o t r o s  r s s i d u o s  de glucasa,rsolamente uno de 10s grupos  al* ' I' 
I a hido  muestra u rn  f u e r t e  tendencia  a f&mr un hsmiace ta l  d e  eata class, I Se supone un a t a q u e  a1 a z a r  e n  61 c u a l  la mitad de las g l u c o s a s  potesncialmen- 
te r ea i s t an t s s , s e t  oxidan a n t e s  que 10s r e s i d u o e  do D-glucosa ramificados adyacentes .  
En el o t r o  5Cl$ de 10s c a s o s  puedsn suceder  dos wsas tal como m va e n  el Esquam 14 

I Aq uf se supone que 18s unidadas no rani f ica&s,una  v e r  oxidadas, inhiben la I oxidecidn de las unidades qu8 es t6n  a s u  derecha solenente.Cuando la  glucosa  no 
ramificilda adyacente a l a  unidad potencialtbente r e s i s t e n t e  se oxide pr imero ,ss  
gene sfduo doblemente inh ib ida  (A)  . Si se oxida el s i g u i e n t e , s e  genera una 
f secuencia de pasos como en 8.La f racc idn  X nc~ ee conoce,por l o  t a n t o  e n  base a este I 
I 
rnode10,sblo es p o s i b l e  c a n c l u i r  que la  proporcibn de r e s iduos  de L g l u c o s a  resis- 
- 
t e n t e s  a la oxidaci6n con 10, idebe ser a1 menos 2546 y no mayor que 50% d a  la 
* 
9- 
b .proporcibn de r a m i f i c a c i o m s  en  el glucano. 
I 
Sf par o t r o  l ado  se considera qua 10s r e s iduos  i n h i b i d o s  p a r  un solo extrerno 
se oxidan a la  misma velocidad que 10s no inhib idos ,y  tenemos s o l a ~ w n t e  en cuenta  
el t r i p l e t e  de r e s iduos  cons i s t en t8  en  aquel  que es potencialmente r e s i s t e n t e  y 
. . 
s u s  vecinos,estos pueden ser atacados  de sefs m n e r a s  d i s t i n t a s , d e  las cualas dos 
s dardn lugar  el r e s iduo  res i s t en te , s i endo  entonces la  proporcidn de 10s mismos 1/3 
cle las ramificaciones. 
,r Ishak y P a i n t e r  t r eba ja ron  con glucanos d i f e r e n t e s  y ericontraran r e s u l ~ s  
concordantes con esta teorfa .  
Si el  glucano oxidado se roduce con B:i Na , 10s re$iduos r e s i s t e n t e s  (x) se 
I 
4 
hacen suscep t ib les  a la  oxidacidn con I0 . Un glucdgeno que consumXa 1.12 moles 
- 
4 
de 104 par  m a ,  todavfa c o n t e d a , l u e g o  de ser oddado durante  7 dfas,4% de glumm 
-. 
residual .El  material reducido consumid luego 0,044 moles de I0 s i n  que queda2la 
4' 
glucose. 
En el caso dl glucano en  .estudio el  hecho que no consuma o x i d a n t e  urn uez 
C 
reducido y e l  n i v e l  de glucosa permanezca constante , indica  que probablemente el 96 
de glucosa obtenida pravenga de uniones r e s i s t e n t e s  a la  oxidacidn (133) o 
rmificadas , La d i f e r e n c i a  e n t r e  el va lo r  enconbrado por  cgl (7%) y e n  la deter -  
minacidn con glucosa oxidasa (4%) puede cons ide rame  que se debe a que e n  le -1, 
1 s o l o  se consideraron d r e s s  r e l a t i v a s , s i n  t e r n  en  cuenta Iris respuastas de cadet. I ,\ - de 10s s tandards  u t i l i r a d o s .  
TABLA 19 
PORCENTAJE DE GLUCOSA RESISTENTE A LA QXIDACION a3N 
EN VARIDS GLUCANOS ESTUOIAOOS 
Glucano 
Almiddn soluble 
. S '  . 
(a) d.tennindo aegfin la proporcidn de 2,3,4,6-tetra-0-Uatil-DP g l u c o ~  sncontrada 
- por m e t i l a c i d n  totel a h i d r d l i s i s  d e l  p o l i s a d r i d o .  
ESTUOIOS DE' OXIOACION CON 10 ,- DFL POLISACARIDO 
+ 
I04Na 0.1M 
20° , sin l u z  
I 
consume 1.28 moles de m4Na 
produce 0.33 moles de dcido f6rmico. 
I queda 3% de glucosa sin oxidar 
.t/ 
Polialdehido 
liofili zacidn 
Polialcohol 
glumsa sin oxidar 4%) 
eritrito1:glicerol:glucose 
METILACION DEL POLISACAnIOO 
Se t r a t d  e l  p o l i s a d r i d o  con h idruro  de sodio, ioduro de m e t i l o  y d imet i l su l -  
fdxido s e g h  la  t6cnica  d e s c r i p t a  por  Hakomori (1964) y adaptada por  Sandford y 
. 
Conrad (1966) obteni6ndose un producto con 96 OMe 36.08 y que p m s e n t a b a  abn una 
b a n d  de absorc idn de OH e n  e l  espec t ro  1nfrarrojo.La r e p s t i c i d n  de l  procedimiento 
sobre el  producto parcialmente meti lado no d i o  r e s u l t a d o s  f a w r a b l e s  aun cuando se 
cuidaron detalladamente las experimentalas ( ~ e m p e r a t u r a  de  
.reaccibn, tiempo de reaccibn,bas ic idad do1 medio,etc) ,a i s ldndose  e n  todoa 10s casos 
con ba jo  rendimiento,productos con 96 OMe e n t m  20-2%. 
Con el mitodo u t i l i z a d o  se genera el  anidn m e t i l s u l f i n i l o  (a( SU-CH -) por  3- 2 
reaccidn e n t r e  el hidruro  de sodio y el  dimet i l8ul fbxido de.acuerdo a1 procedi- 
miento d s s c r i p t o  por  Corey y Chaykovsky (196~).~ste an idn  produce el  a lcdx ido  d e l  
p o l i s a d r i d o  que r e a c c i o m  con ioduro de metila 
f?O0Na+ + ICH3 ROM3 + INa 
E l  medio de reaccidn es a d  fuertementa alcal i 'm.Sin embargo m se encontra-  
ron e n  la literatura antecedentes  de la  dagradacih de  glucams,aunque sf se obssr-  
varon beta  e l iminaciones  en  p o l i s a d r i d o s  quo l levaban r c s i d u o s  de  L-ramm8a termi- 
n a l e s  unidos a la  posic idn 4 de dcidos  g lucurdnicos  ( ~ n d e r s o n  y ~ 1 , 1 9 6 3 ) ~ ~ n  muchos 
t r a b a j o s  de adlisis de e s t r u c t u r a s  de p o l i s a d r i d o s  ss encuentra  q w , e l  producto 
'(t 
parcialmente meti lado obtenido por  a p l i c a c i d n  d e l  mdtodo de Hakomori,se remetile 
segbn a lgbn dtodo c l d s i c o  ( OPg e IUi3 ; OBa , h 2 W  e IM3 ) 
EI p o l i s a d r i d 0  parcialmente meti lado ss t r a t b  con O P ~  e I C H ~  ( urciie e 
1rvim,1903) y e l  producto obtenido pur i f i cado  por  p r e c i p i t a c i b n  con d t e r  de petrb- 
I 
lso,teda un $0~8 de 39.72 y abn dabs urn banda & absorc idn e n  el  I R  de OH. 
. '  I 
I r r  ' A  . 3 r '- 
.' 1 
- 
- L 
*. -- 
Siguicndo l a  tdcnica  u t i l i z a d a  por Chanda y P e r c i v a l  (1950) p a r a  la  pur i f i -  
cacfBn de un x i l ano  rnetilado,se f r a c c i o d  el p o l i s e d r i d o  met i lado e n  rnezcla ck 
d t e r  de patrdleo-bencem.Una de  les f r acc iones  obtenidas  presentatla un @Me de 
43.75 y no se observaba absorcibn correspondiente a OH en el 1 R . b ~  f r e c c i o n e s  con 
,! qkO~e 36.98 y 35.65 se rernatilaron segljn el m6todo da Purdie  e Irvine y , a l  p u r i f i -  
. b. 
11 vr . carlas por p r c c i p i t a c i d n  de su  solucidn bcncdnica con iter *bleo. se eisl6 
J .  
un product0 con $ l l ~ e  41.69 
#- 
, 2 -r Los p o l i s a d r i d o s  con $ O M ~  39.72 ; 41.6 y 43.75 se hidmli-n d i s o l v i s n d o l o s  
an.dddo sul fGrico  66% a tempsratura anb i sn t s ,d i~uyendo  luego el 6c ido  e 12% y ca- 
lamtando en  bafis de ague durante 8 horas. 
Croon y col (1960) e s tud ia ron  la  magnitud da dwnst i lac idn y degradacibn de 
algunos azdcares metilados durante  la  h i d r d l i s i s  dc ida  ba j o  d i s t i n t a s  condicio- 
nes (Tabla 20) 
- TABLA 20 
CONDICIQNES ESTUDIADAS PARA LA HIDROLISIS DE F'ULISACARIWS METILAOOS 
MNDICION A C I  W 
1 .- C1H 2% (aq) 
2.- a )  C ~ H  2% (M~OH)  
b) C1H 0.5 N (aq) 
Obssrvaron que bajo  la  condicidn 3 s o  obterda  el manor p o r c s n t a j e  de demeti- 
I lacidn y a l rededor  de S.6q6 da  d e g r a d e c i 6 n . b ~  s u s t a n c i a s  i n v e s t i g a d a s  no mostraron 
demetilacidn s e l e c t i v a  y 10s $L~cH de las d l s t i n t a s  pos ic iones  p a n c i a n  t e n e s  reac- 3 
I t t iv idades  comparables. 
Los azljceres parcialmente rnetilados obtenidos  e n  la h i d r d l i s i s  so i d e n t i f i c a p n  
' . -. 4 por c r o m t o g r e f i a  en papal  7 c m m t o g r a f f a  gas l fqu ido  (mmo a l d i t o l e s  si1il;;dos y 
6 a l d i t o l e s  e c e t i l a d o s )  corno 2,3,4,6tetrs-;2,3,6tri-; 2,3,4-tri-; 2, S d i -  y posib le-  %a!! ' men- 2,6-di-0-metil glucosa. 
La crornatograffa gas l fqu ido  se realizd de awerdb a una modificacidn del 
procedimiento i ntroducido p a r  B j6rndel  y c o l  (1967,a) . ~ o r l a s  cor respond ien tes  espec- 
tros de msa , se confirm6 la  ident idad de las  glucosas  parcialmente m e t i  l a d a s ,  luego 
Ir 
de aislar 10s productos puros por cromatograffa en  urn colurnna de ce lu losa ,Se  cam-. 
'par&on ttichos e s p e c t r o s  con 10s obtenidos e n  las 'mimes condic iones  de operac idn 
r parCir de glucosas  parcialmente met i ladas  de nrrturaleza conocida y con 10s d a t o s  
I .  
de 1iteratura.En todos  10s casos  se con t ro l6  la pureza de las f r a c c i o n e s  onzemaas  
de la columm por  cromatograffa gas If quido. 
&dlisis de 10s e s p e c t r a s  de masa 
$ere la obtencidn de 10s espec t ros  de ma- de la8 w s t a n c i a s  e n  e s t u d i o  se 
trsnsfmnd cada azlicsr e n  e l  correspondiente a l d i t o l  por reduccidn con BH4Ne. 
El producto reducido se a c e t i l d  con una metcla de anhidr ido  ac6tico:piridina f1:l) 
Svensson y c o l  (1967,b) h ic i e ron  un e s t u d i o  de  10s d i s t i n t b s  fragmentos obte- 
nidos en  el espectro de masas do h e x i t o l e s  parcialmente met i lados  ace t i l ados .E l los  
obtuvieron s u s  r e s u l t a d o s  u t i l i z a n d o  corn tenrperatura tle i n t roducc idn  de la muestren 
150°,Sin embargo en nues t raa  exper iencias  se obtuvieron mejo res , r e su l t ados  a 10O0 y 
temperatura ambiente.L6nngren y Svensson (1974) a c l a r a n  que d i f e r e n c i a s  e n t r e  dis-  
-c t i n t o s  sisternas de in t roduccidn de muestras,pusden p r o m c a r  d i f e r e n c i a s  considera- 
I blea e n  10s espectros.  
: 4 
u : t m r  Bjarndal  y Svensson (1967,1970) y Axberg y col (1972) estudiaron & t a l l a d a m +  
. - Y  
' te el modo de. fragmentacidn de 10s acetatos de a l d i t o l e s  parc ia lmente  me t i l ados  LL 
I 
I sand0 marcacidn con Deu t e r io .  
flik 
e'; i , , - ' 1  
E n t r ~  sus observaciones encontramn que el i o n  in0lecular no aparccia e n  
1 ningdn caso  y que e n  la mayoria de 10s espec t ros  el p i c 0  base era el  do m / e  43 
(M~u)') . M e t 6 s  10s espec t ros  de masas de 10s a l d i t o l e s  i d r i m s  con el m i r  
mo modelo do s u s t i t u c i B n  no e ran  l o  suficientemente d i s t f n t o s  como para p e r m i t i r  
1 
I una d i fe renc iac idn  e n t r e  e l l o s  , A d  , l o s  a l d i t o l e s  derivados de 2,3 y 3,4 - d i  - I 0- Metil -pontorjas a n  espec t ros  de masas casi i d e n t i c o s  ; l o  rnismo sucede con 
10s provenicntes de 2,4 y 3 ,5 -d i -134 le t i l -hexo~s  . Tambi6n se observaba que pa ra  
cada modelo de s u s t i t u c i d n  , se obtenfa un e s p e c t r o  de masa dnico  . 
! 
Chizov y col (1966) d is t inguen e n t r e  fragmentas pr imer ios  y secunder ios  . 
Los pr imar ios  provienen de una rup tu ra  alfa e n t r e  clos dtomos de carbona de la ce- 
dena d e l  a l d i t o l  . Los segundos sq fog-man a p a r t i r  de l a  e l iminac idn  de mol6culas i 
neutras  dB 10s fragrnentos prirnarios, como d d d o  edtico (ma- 32). formaldehido 
d (masa 30),cetene (masa 42) ,metam1 (masa 32) ,etc. 
La intensicfad de 10s p i m s  depende de las  condiciones exper imenta les  u t i -  
l i z a d a s  y e n  10s pr imar ios  decrece a1 eumentar el Peso Molecular. 
BjBrndal y Svensson (1970) supusieron que la  carga del  i o n  molecular  obtenido 
de un acetato de a l d i t o l  parcialrnehte meti lado se l o c a l i z a  esencia lmente  e n  e l  0 
del d t e r  ( ~ s t r u c t u r a s  1 y 2 , f i g u r a  28)  y no e n  el  0 del grupo 6ster (3 y 4 ,fig 
28) . En concordencia con estas suposiciones,se e n c a n t 6  que las r u p t u r a s  indica-  
das por 1 y 2 son rnucho d s  s i g n i f i c a t i v a s  que las i nd icadas  p o r  3 y 4 . A d e m i s  la 
w 
ruptura  1 es m6s importante que la 2 dado que el r a d i c a l  metoxilo e s t a b i l i z a  mejor 
la carga que uno a c e t o x i l o  . Mscutiremos luego urn f n i c a  excepcidn que se encontr6  
a esta r s g l a  , l o  cua l  se e x p l i c a  en  b a s e , a  otras suposiciones. 
LOCALIZACION DE L A  CARGA EN EL I O N  MOLECULAR DE ACETATOS DE ALDITOLES 
PARCIALMENTE k4ETILADOS 
+ 
H - C - OMeJ 
a 
- H - C - OMe 
E l  fragment0 primario da menor masa m/e 45 (I!) se encontrd e n  s u a t a n c i e s  que 
t i enen  un metoxilo en  El (o en 6-6 en  hex i to lee )  
E l  fregmento primario ( m / s  89 ) se, ob t i ene  cuando hay metoxi los  en carbano~ 
primario y secundario adyacentes,por rupturil  entre el  dtomo de cclrbono metoxilado 
y el acet i lado.  
H - C -  OM; 
I - ( 8  ) m/a 89 
. Esta rup tu ra  est6 favorecida sobre a q u e l l a  e n t r e  do8 dtomos ck carbon0 meto- 
x i l ados  y ocur re  s i g n i f i c a t i v m e n t e  s o l o  a n  esta s i tuac ibn , re f l e j ando  la b a j a  esta- 
b i l i d a d  d e l  i o n  prirnario que se forma por r u p t u r e  entm G 5  y G-6.AdffniEs e l  i o n  quo 
sa fonna est6 e s t a b i l i z a d o  por resonancia. 
E l  fragment0 primario , m / e  117,se ob t i ene  de der ivados  con un grupo a c e t o x i l o .  
e n  E l  y un metoxilo en  G 2  (2,3,4-tri-a-~e-l,5,6tri-0-~cetil~lucitol ,par e jemplo). 
H - C -  OMe 
I - 
6e obtienen doe fragrnentos primaries de m/e 161: F1 y F2 . F se o b t i e n e  a 
. 
- - 
1 
p a r t i r  de a l d i t o l e s  met i lados  en W;G3 y C-4 y F de derivados met i l ados  e n  G l  
f 2 
C.3 y G-4 6 G3; C 4  y C-6 (coma e;Semplo 3,4,6-tri-0-metil-1,2,5..tri-O-acetil~L 
*'.;H l m , L m h $ i  . . 
w+; 
.* 
Cuando un metoxila @st6  en el  Csrbono beta a 1  que l l e v a  la carga forma1,se 
produce pgrdida de metaro1;de acuerdo a asto el F 2 da el  i o n  do m/e 129 (f 2 ) el  
cual  por eliminacidn de cetem da f '  2 de m/e 87 
H - C = OMe H - C - OMe + 
... 
H - C = OMe 
I 
G O  
% 
. I - No ocurre l o  misrno on F pues el  m t i l o  estd en alfa respecto de l  que l l e v a  ? - 
la mrga formal. P 
Cunndo hay un ace tax i lo  e n  el Carborn beta  respecto a1 e u t i 6 n . s ~  elimim dcim 
I 
Me0 - C-H - acetic0 
> 
51 I l j q  
- 1  
- - 
1 - 
.:- 1, 
La eliminacidn de dcido a & t i c o  a p a r t l r  de F 2 est$ f avorec ida  p o s i b l m e n t e  
por la  resonancia d e l  i o n  que se format f" 2 
+ H - C -- Oh!e + 
I H - C -- OMe H - C - OMe 
HC - 0 - a c i t i c o  
I - 
CH 
II 
CH 
I I 
Y OMe i 
d 
H 
b 
? ) 
- - '9' ; , B ! ~ 4 m , e  101) 
F2 5 rn - 
H I: - - - 
6s supone que por  pgrdida d s  f o n a l d e h i d o  a p a r t i r  de f 6 P ,ss o b t i e n e  un 1 2  
fragment0 secundario de m/e 7 l ;pe ro  el  or igen  de este i o n  m pudo ser corroboradb 
4 aCln por 10s sxperimentos da rnar&cidn con Dsuterio. 
E l  fragmanto p r i n a r i o  H (m/e 189) dsriva de  aldito1es a c e t i l a d o e  en l a a  posi- 
t 
c i o n s  l y 2 ( 6 5 y 6) y meti lados  e n  3 ( 6 4) ,coma 3,6-di-0nstil-l,2,4,5-tstra-O- 
e Po+ eliminacirin de dcidD e c 6 k i w  se o b t i e n s  hl (n/e 129) .~en iendo  en cuen ta  
q u e  e l  a c 6 t i c o  se elirnim por un reo rdenmien to  de Mac L o f f e r t y  y dado que cuendo 
el a l d i t o l  est6 monodeuterado e n  G1.h 1 w desplaza hac ia  m / e  130,sa el a c e t o x i l o  
d e l  G1 el  que se elimina.Entonces h l  1 es i d d n t i c o  s f 2 y p o r  l o  hnto se e l i m i n a  
cetena para  da r  h' de m/e 87. 1 
- 
-
sn las p o s i c i o m s  3,4,5. K3 da a l d i t o l e s  aatilsdos e n  3,5.,6 y K, do a q u e l l o s  ncti- 
-. 
- J -
l a b s  e n  3.4.6.En 10s tres casos  si la p ~ a i d d n  2 rn e s t d  mat i lada  ae o b t i s n p  pi- 
c o s  de muy baja i n t ens idad  o no aparecen. 
L 
K por elfminacidn de s c 6 t i w  (ace tox i lo  e n  be ta )  cia el fragment0 kl,m/s 145 
* 3 
y este es la  dnice rup tu ra  que se encontrd para este cat ibn .  
K produce 10s fragmentos seoundarios k' (m/e 173) y k2 (m/e 145) p o r  e l i m i -  
6 2 2 
nscidn de metanol y dcido a d t i c o  r e s p e c t i v a m e n t e . h o  se ve el  modelo de r u p t u r a  
para K y K es a d l o g o  el de F y F 3 2 1 2  
Tres fragmentos i s o m M c o s  de m / e  233 sa han obtenido: L1 ; 5 y L3 
- -  
+ 
H - C -- OMe 
I - H - c - o m g  I 
H - C - OCDCH3 
I 
+ 
H - C - OMe 
I - 
+ 
H - C - OMe 
I - 
- - Om'% 
H - C - O M 3  
I I 
H - C -  
OCH3 H - c - omm3 I I 
-. 
explicecibn da ciertos fragmentos secundarfaa es pos ib le  asumiendo qua L puede & 1 T. 
- -  L-.: 
existir en f o r m  cfc l ica .Esto  se generalize pars todos 10s fragmsntos primarioa . *= 
z 
que t i e m n  4 6 d s  eftornos de carttono en la cadem original(  Axberg y ~venseon,1972)  
-+ H - C - OMe 
Otra ruptura elternativa no cfclica serfa: 
+ 
H - C P OMe 
-1 
Anbas rutas hen sidD corroboradae por loa a r p ~ r i n e n t o s  de mercaddn con 0. 
Por eliminacidn sucesiva de acetato de metoximetilo y a t e n  a pertir cfe L~ 
se obtiene 1''"1 1'; 
I .  
H - C -- OMe 
C sc f o r m  a part i r  do a l d i t o l e a  2,3;5 mstilados.Por sliminacli6n da m e  2 
d. 1 ( m / e  201) el  cual  a trads ds un i n t e m e d i u i o  d c l i c o  dm lt2 (m/e 127) 2 
p6rdida de ece ta to  de metilo. 
+ H - C - - O M e  
I - 
I m Q k  - 
H - C  
- 
1 
H,C -- OAc 
Y 
- c e t e n  
l '2 
podrfa expl icarse  tambign a part i r  de la pdrdida consecutivr de mtanol  y ceten -- ' 
o uiceversa,pem el  hecho de m s n o o n t n r  e l  idn 1 mms metarn1 6 l2 mems c e t a  2 
' - hmce que aste proceso no sea probhble. , - q 
-A, ; 
I '  . 
- I *.&'I l l " , - l l  I1 .7..i*i,l!- 
.- b r a c e  111'2 P O ~  p&rdida da catena y I I itiw a prtir de 1 ( de forma s imi lar  2 
L eie obtiene de a l d i t o l e s  2'3.4 nietilados.El t i p o  de ruptura que sufre, s igue  3 
las  m i s n s l s  r e g l a s  que 10s fmgmentos untef iores .  
+ H C -- OMe 
Ac 
- AcOMe 
C -- Ohle 
II 
Los eetudioa de marcacibn con Deuterio reveloron que en  todos 10s fragmentos 
pmvenientes d. L3 ee n t i e n e  el metoxilo de G4. 
E l  pi-. primario de mayor masa enconkado [ m/e 261) e intensidad r e l a t i v e -  
mente alta,se produce a a p r t i r  de a l d i t o l e s  metilados en  la posic idn 3 y a c e t i l a d o s  
Sn pueden resumir lae raacciones do ruptura qua expl ican la e p a r i c i d n  de 10s 
picos pr inc ipa los  en  10s s igu ien tes  itemst 
1.- Elirnimcidn de m t n n o l  o &id0 acetic0 de un metoxilo o un a c e t o x i l o  e n  beta 
respecto a1 ca t idn  
2.- Eliminacidn de a c g t i c o  de un ace tox i lo  e n  alfa respec to  a1 c a t i d n  y tambidn 
1 
L 
elirninacidn de a c e t a t o  de metoximetilo lip; 
3.- A travBs de e s t o s  el iminaciones se producen dobles  uniones y si el  a c e t o k i l o  estd 
unido a un dtomo de carbon0 no saturado,se elimim cetene con f o m c i d n  de un grupo 
cartioni10,ldunca se e l imina  ce tena  directamente de un i o n  primario. 
4.- 5e elimina metarm1 y acEt ico  cuando hay rnetoxilos o a c e t o x i l o s  mspect ivamente  
,en beta  respecto  a. un carbonilo. 
5.- No es usual  la  elirninncidn de formaldehido 
s 
6.- Mgunas fragmentaciones proceden a t r a v e s  de iones  c f c l i c o s m  
Estos d i  f e r e n t e s  mcanisrnos de fragmentacidn deben exami narse corn suposic iones  
razonables que permiten r a c i o n a l i z a r  la8 fragmentaciones observadas.Podemos v e r  que 
expl icen bien 10s picos  importantes que aparecen e n  10s e s p e c t r o s  de 10s g l u c i t o l e s  
parcialmente meti lados acet i lados ,que  se resumen e n  las Tabla 20',21,22,23 y 24,Los 
iones  marcados con a s t e r i s c o s  son 10s que se pueden r a c i o n a l i z a r  a trawds de las 
rupturas v i s t a s  anteriormente. 
* 
&#terminacidn c u a n t i t a t i v a  de 10s ezu'cares parcialmente met i lados  
La determinacidn c u a n t i t e t i v a  de  10s productos obtenidos por h i M l i s i s  del ' 
p o l l s a d r i d o  metilado se l l s v d  a cebo mfdiendo las &em r e l a t i v a s  de w s  p i w s  en 
cgl (OV-101 $,TMS &teres).No se us6 pare sstos Fines  10s correspandientes  a c e t a t o s  
pues e n  OV-101 la  separaci6n e n t r e  10s p i w s  no era apta pare  p e n n i t i r  urn correct8 
mmdfcibn y en NPGS 10s productos ace t i l adoa  e r a n  Fuertenente r e t s n i d o e  p o r  la co- 
lumn~ epareciendo como p icos  muy anchos. 
P 
z 
3 
a: 
0 
a 
- z 
H 
8 
H 
a 
L 
s" 
a i 
T 
E 3i 
u 
t 
a 
s" 
< 
J 
H 
ti 
a 
(I) 
ftl 
e 
H 
0 
3 
J 
C3 
W 
n 
a 
3 
5 
X 
(I) 
8 
k 
a 
8 
To introduccidn A 43 . 100 *- 117 BC] 43 100 117 61 
25OC * 45 16 * 129 14 45 18 129 11 
S 85 9 131 12 85 7 1 31 8 
*. 87 XI 161 6 87 17 161 6 
4 99 24 +1=3 4 99 19 173 5 
+lo1 16 +233 32 101 18 233 21 
-lt 113 36 113 29 
To introduccidn 43 100 87 17 43 100 117 50 
&,-:oc 45 12 99 20 45 16 129 8 
s 17 101 21 87 15 131 7 
21 113 29 99 16 161 4 
69 17 117 58 101 17 173 4 
71 18 129 12 113 24 233 16 
83 14 131 10 
12 173 9 
233 17 
f 0 introduccidn 43 100 95 11 43 100 113 18 
150 O C  45 0 97 15 48 15 117 35 
I 18 99 6 87 12 169 10; 
I 21 103 Za 99 16 123 6 
69 18 105 22 101 13 211 5 
n 20 109 22 233 10 
81 11 113 11 
83 18 117 25 
85 13 169 35 
211 25 
Fraccitn 7 sqqunda collnnna dR metiladus 
2,3,4-tri-O-metiE fraccidn 7 
2.3 - di-metil fraccidn 9 - 16 
TABLA 24 
Esnoctros do masas dfj 2 , 3 , 4 , 6 t ~ t ~ t ~ t i f - 1 , 5 . d i ~ A c s t l l ~ l u c i t o l  y 
Detos de BjErndal * 43 100 102 7 
y Svensson 
' * '  . 
A 45 36 * 117 34 
(1970 ) 59 4 -k- 129 32 
I 15 130 3 
* 0 7  6 88 131 4 3 
- 89 6 "145 28 
99 4 *l6l 31 

Productos de 
degradacien 
P A R T E  E X P E R I M E N T A L  
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CflNSTDE~ACIQNES GCNERALES 
, 
Los puntos de fusiGn se determinaron en un epareta Kaflar  y no e s t d n  mre- 
gidos. 
La avaporaciones s o  r a a l i z a r o n  a pres idn reducida y en baiio de agua terms- 
t a t i z a d o  cuya temperatura s s t a b a  e n t r e  4 5 O  y 60° segdn 10s casos. 
Los poderes r o t a t o r i o s  fueron medidos en un polarfmetro a u t d t i c o  Perk in  
Elmer modelo 141 a temperature arnbiente con  l h p a r a  de Ne (589 nm). 
e Las determinaciones color im6tr icas  se m a l i z a r o n  con un espec t ro fo tdmetm 
Becknan DU.Los e s p e c t r o s  de absorci6n en  el  inf ' rarrojo fueron determinados 6n un 
espectrofotdmetro Perkin  Elmer 421.Los e s p e c t r o s  de resonancia magdtice nucilear 
se detenninaron con un e s p e c t d m e t r o  Varian A-60,usando t e t r a m e t i l s i l a n o  cuando se I 
u t i l i z e  C1 CD como solvent8  y 3-(trimetilsili1)p~amsulfonato de Na,cuando se u- 3 
t i l i z 6  0,O. 
* 
Los microanSl is is  fueron efec tuados  par la doctora Blancer Bewinzaghi de 
Deferrar i  en el l a b o r a t o r i o  de m i c r o a d l i d s  de la Facultad de Ciencias Exactas  
y Naturales., 
'MEMDOS CROMATOGRAFICOS 
Las cromatograffats sobre  papel  se r e a l i z a r o n  por  el metodo dessendente em- 
pleando papel  Whatmeinn No 1 para  las crometografies amlfticas y papel Whatmann N O 3  
para  las prepara t ivas .  
Para las cromatogrerfias en  cape delgada ae u t i l i z 6  silica ,gel G (~e rck) , como 
fase fija,  
* 
Salventes: 
1) n-butanol ,pir idine,agua (6:4:3,en wl) 
2) rr-butanol,etanol,agua (10:4:4,en w l )  
4) p i r i d i n a  ,acetat0 de e t i l o , 8 c i d o  ac6tic0,agt.m ( ~ t 5 : l  t 3,sn  v o l )  
5) a c e t a t o  de e t i l o , p i r i d i n a , a g u a  (2:1:2,en w1,capa  s u p e r i o r )  
6) butanona ,sgua (95: 5,on vo l )  
7)butanonn sa turada  con agua 
8) acetato de  eti10,benceno ( l : l ,en  vo l )  
9) n-butanol ,etano1 ,agua (4:1:5,en vol  ,caps s u p e r i o r )  
10) n-butanol ,etanol ,agua (10:1:2,en w l )  
&- 11) 6 d d o  f6rmic0, t-butanol , butanona,agua (15:25:35:25,en v o l )  
a) Ni t ra to  de plate-hidrbxido de sodio  
Preparedo segiin la tgcnica  d e s c r i p t a  por Trevelyari y c o l  (1950),&3 a g m g a r a n  
0.1 m l  de una sa luc idn  ecuosa saturada de nitrakr de plata e n  2 h l  do acetana.El pre- 
- - 
c ip i t ado  de nitrato de p l a t a  obtenido se reclisolvi6 por agregado de la mfnima canti- 
. 
dad de agua.Cos cromatogramas se eunergieron en la soluddn a n t e r i o r  y se seauron a 
temperatura ambienis.Despu6s de 3-4 minutoa se pulver izeron con une su luc idn  de hi- 
ch-bxido de sodio  0.5 N e n  e t a n o l  @. 
Los artcarss r educ to res  y pol ia lcoholee  aparecen corn manchas ~ ~ t r d n  oscuro. 
Las manchas obtenidas  ae f i j a r o n  por  inner s idn  can urn m l u c i b n  acuosa de t i r r su l fa to  
dB sodio 5$.b cant idad d n i m  detec tada  de adc8i-88 reductores es de 2-20pg. 
Se prepard segGn la tCScnlcis d e s c r i p t a  par Wilson (1959).Se d i s o l v i 6 o n  1.66 g 
dsl dcido fmico y 0.91 g de a n i U n a  (destl lada ewbm ~ n )  e n une mezcla fannade por 
4 
08 a1 de n=butanol,48 m l  de dter etslico y 4 ml de q ~ . E 1  r e a c t i v o  es e s t a b l e  par 
I do8 semanas , guardado e n  heladera. 
.Se sumergiemn 10s cromatogramas en el r e a c t i v o , s e  secaron s temperatura am- 
I bients y se r e v e l m o n  calentendo e n  e s t u f a  a 1 0 5 O  durankr 10 minutos.los dfsac8ri- I dos reductores y aldohexosas den menches color marrbn,mientres qw, las a ldopen tosas  
presentan un c o l o r  rosado. - 
? I ' I  
4 ih 
, I 
c )  Clorhi d r a t o  da p-anisidina I.'.' " 3 .. s_ .?. .:; 
Prtlparado scgljn l a  tdcnica  de Ciough y cgl (1950).~e pu lve r i za ron  10s crometo- 
gramas con una solucidn de c l o r h i d r a t o  de w n i s i d i n a  (%4$,peso/wlumen) en. rr-buta- 
no1 , e tan01 ,ague (4: 1 : 1, e n  vol )  . Se a g r e g m n  a la solucidn a n t e r i o r  t r a z a s  de  c l o r u r o  
estannoso.los cromatogramas se rjecaron a temperature arnbiente y se r e v e l a r o n  calen- 
tando e n  es tu fa  a 100-120" durante 10 minutos.has a ldopentosas  dan color rosado;los 
dcidos  u rbn icos ,mr rbn  r o j i m ; l a s  e l d ~ h e x o s a a , m r r b n  y las hexulosas,anari l lo.Se 
detee tan  1-5 g del azdcar reductor ,  r 
dl Clorhidra to  da p-an i s id ina  (pora detenninaciones c u e n t i t a t i v a s ~  
5e prepard ssgdn l a  tgcnica  de Pridham (1956).% dfsolvid  1 g de c l o r h i d r a t o  
de p-anis id ina  c r i s t a l i n a  en  10  m l  de metanol abso lu to  y se l l e v d  a 100 m l  con n- 
butano1,Se afiadid .0.1 g de h i d r o s u l f i t o  de 80clio.b solucidn se guard e n  heladera. 
Se pulverizaron 10s cramtogramas con este r s a c t i u o , s e  secaron a temperatura ambien- 
te y se calentaron en e e t u f a  a 130° durante 30 minutos.las manchas que se observan 
son de las m i s n a s  caraot&ritititicas que con el r e a c t i v o  c . La absorcidn de 10s 
p l e j o s  p-anis id ina  azticar,es directmente proporcionel  al peso da a z k r  dentro de 
u n r a n g o d e S < a X t - z S  . 
s) Reactivo para cetosas 
R s s a r c i n o l 4 c i d o  c l o r h i d r i c o  
Se prepad segSn la t dcn ice  descripta por Hough y col (1950).Se p u l v e r i z a m n  
. Pos cromatogrem~s con urn solucidn 1:l de resorciml 1% en  n-butanol y dcido clorc 
hidriw 0.25 N,, Esta solucibn se prepard an  el nomento de p ~ l r  u t i l i zada ,& dejaron 
eeoar 10s cramatogrames a temperatura ambient8 y se revelaron por celenteuniento e n  
e s t u f a  a BOQ durante  10 minutos.Las cetohexosas o disac&idos que las cont ienen dan 
un c o l o r  m j o  ca rac te r f s t i co .  Las a ldosas  no se r eve lan  en 'eatas comliciones 
f) Reactivo pars Bcidos 
I Sulfanilamide- f i  -naf tol-ni tri to  de sodio \ 
Prepwad0 seg6n la  tkcnica  descripta por Schmidt y c o l  (1963).~e pu lve r i za ron  
10s crornatogramas con urn solucibn de 2g de sul fani lamida  y 0.50 de 3 n e f t o l  e n  I 
100 m l  de e t a n o l  9 5 ' ' . ~ a  s c a r o n  a ternperatura ambiente y se pu lve r i za ron  con una 
soluci6n recientamente preparada de n i t r f t o  de sod io  1% en agua.Los dcidos apare- 
cen can0 manchas anaranjadas  cuando e s t 6 n  en concentraci6n aprec iab le .  
' g )  Reactivo para l a c t o n a s  
Hidroxilomina-cloruro ferric0 
La Preparado segbn la t ecn ica  d e s c r i p t a  p a r  Abdel-Akher y Smith (1951) . ~ e  pulve- F ,-- 
! r i z a r o n  10s cmmatogramas con una soluci6n rec idn  prepara'da de  v o l h e n e s  i g u a l e s  
de c l o r h i d r a t o  da hidroxilamina 1 N  y KOH IN,embae en metanol.Se s e b r o n  a tempera- 
tu rn  ambiente y sa pu lve r i zamn con una solukibn de c l o r u r o  f6rrj.w 1-2% e n  Bcido 
c l o r h f d r i c o  l%.hs l a c t o n a s  aparecen como qnchas cb' color v io le ta .  
's 
PC: CRONIATOGRPFIA GAS LIQUIW 
r e s l i ~ m n  e n  un cromat6grafo W l e t b P a c k a r d  5750 con ilstector de ioniza- 
A,. :. c idn  a 1lama.La columnas u t i l i z a d a s  e r a n  de acero (183 x 0,3 em) y a n t e d a n  las 
s i g u i e n t e s  fasss: 
4 9  i) ~ p e n t i l g l i c o l s u c c r n a  o (NPGS) 16 sobre &Immososb O (w) ,arlla 10b120 
i i )  O V A 7  3q6 sobre Chromasorb W (HP) , malla 80-100 
iii) OV-101 3% sobra Chromosorb W (A\v/CMCS) , mlla 60-80 
i v )  SE 30 3#1 sobre  chromosorb W (AW/DMCS) ,mlla 60430 
CRnMATDGnh~IA, SnDRE GFLES 
Se r e a l i z d  en  una wlwnna de 30 #R da largo por  1 an de di&netm.b u t i l i z d  
La wlumna sa p r e p a d  suspendiendo 10 g de Sepbdex G l O  en 100 m l  de ague 
Bj: -. des t i lada ,agi tando durante  dos horas.Sa m n t 6  el sobrenedante junto con p a r t i c u l a s  
i muy f ims  d e l  gel que quedaron e n  suspensibn y 8e r e p i t i d  tDda la operacibn una vez  
rnrfs.Se l l e n d  l a  wlumna con el gel embebido e n  agua y se procedi6 a 16 separac ibn,  
f3 eluyente  usado e n  todos 10s cams PUB agua d~sldleda. 
PREPARACION DE TRIhqETILSILILETERES 
Se procedid de acuerdo a la  t6cnica  d e s c r i p t a  p o r  Sveely y co1.L-a mU8dh-e 
(10 mg) secada durante dos horas  a 60015 m sobre psntbxido de f d s f a r o  se Wait5 e n  i] 
p i r i d i n a  anhidra (1 ml),agitando duretnte aproximadamente 15 minutos en un befio de 1 
agua a M0 para ayudar la disoluci6n t o t a l  de la mima.Se agregamn hexamati ldisi la-  '1 
+- zano (0,2 r n l )  y t r i m e t i l c l o r o s i l a n o  (0.1 m l )  . ~ e  a g i t d  durente  15 minutos a tempera- 
t u r a  ambiente.Se cdritrifugb y tom6 el sobranadante para proceder  el adl ia i  par 
- .  
PREPARACION DE ACETATOS (para crametngraffa g a s  l fqu ido)  I ' lm-=.a 
La muestra (10 mg) secade durante  dos borer a 60°/5 mn erobre pentdxido de 
f6sfor0,se t r a t d  con anhidr ido  a c $ t i w , p i r i d i n e  ( l : l ,en wl) (1 ml),& calentd 
durante una hora a r e f l u j o  en un beifto de agua a 'XI0 y ae de jd  urn hora e terspe- 
r e t u r a  ambiente,Sa to& e l  producto con agua,se l l e v d  a ssoo a prea idn  reducide 
Q y se tom6 el  r e s i d w  con diclorometano analfeico para proceder a w adliepis por 
I 
cromatograffa g a s  l$quido, 
D E T E R M I N A C I O N  v ,  G L U C O S A  
I REACTlVD DE GLUCOSA OXIDASA - PEROXIDASA 
Y 
I 
L - 
. - . . I 
6- - 1 Se us6 para  l a  determinacidn seleetiwt y c u a n t i t a t i v a  de g lucose  segdn la  
I 
t dcn iu t  ds Fleming y Peg le r  (1963) .se d i m l v i e r o n  60 mg de g lucosa  oxidasa  ,brig 
de peroxidasa (94~/mg) y 20 rng de O-dianisidina en  200 m l  de buf fe r  tris pH 7.0. 
Este  b u f f e r  se prepard disolviendo 15.25 g de 2-~mino-2-(hidroximetil)~ro~am- 
1.3 d i o l  en 21.5 m l  de dcido c l o r h i d r i m  5N,se di luyb e 250 m l  e n  matraz aforado 
con agua d e s t i l a d a , s e  egregaron 165 m l  de g l i w r o l  amlitico y se a j u s t d  a pH 7.0 
con un pttnstro marca Methrom Herimu,modelo E 396 B o E l  r e a c t i v o  es e s t a b l e  a 4OC 
en  f r a ~ c o  oscuro durante  3 4  semanas. 
.* 
T g c n i c a  genera l  
Ss mezclaron 2 m l  d e l  reactiw glucosa oxidaaa-peroxidasa con 1 m l  cle le 
solucidn de g l u w s a  ( 0-100 g ) o ~ e  incubd u~ hora a 2 5 O . h  agreg-n 4 m l  de P 
dcido sul f f i r ico  mncentrado e n e l f t i c o  y se determind la  absorbencia a 525 nn. . l  
-3 Se usb como s tandard  una solucidn de 10 hll. 
D E T E R M I N A C I O N  O E  A Z U C A R E S  R E D U C T O R E S  
L METODO MLORIFJETRICO OE FENOL SULFURTCO 
Se procedid de acuerdo a le t6cnica  d e s c r i p t a  por Smith y col (1956).~e 
rnezcld 1 m l  de una solucidn conteniendo e n t r e  10 y 70 d del azficar con 1 m l  de qi ; " 
t ne iiblucibn de fern1 5% ( e l  fen01 se redestil&.previamente b s j o  c o r r i e n t e  de N;, 
. .. 
'-$Se agitd.Sa agregaron 5 m l  de hido  sulfdrico 96% analitico m n  urn p i p e t a  de 
punta ancha,agitando durante  la adici6n.luego de 10 minutos se a g i t a r o n  10s t u b o s  
nuevamente'y se dejaron reposar  durante 20 minutoe a temperature ambiente.Pgareci6 
un c o l o r  amar i l lo  narenja.Se m i d i 6  la a b s o r d d n  a 490 nm para h e m s a s  y hexosas 
Q w t i l a d e s , y  a 480 m para  pentoms,bcidos  urdnicos y sue der ivados  metilados. 
METOW COLORIMETRICO DE SOMOG? NELSON (1945) 
Se u t i l i z a  para determinar sntre 0.01 y 3.0 nrg de glucosa  (u o t r o s  a z b r e s  
de poder r e s u c t o r  equivalente)  
a) Se d i w l v i e m n  7 g de fos fa to  d i s6diw amfdro y 10 g da tarwato de sodio y 
potasio en 175 m l  de agua.Se agregaron 25 a i l  de hidrbxido de sodio 1 N  y luego,con 
f a t o  dB sodio y 98 l l ev6  a 250 m l  en matraz aforado.tje dejd reposar uno o dos 
&as y se us6 la pa r t e  w p e r i o r  clara. 
b)  Se disolvieron 8.3 g de rnolibdato de amonlo en  150 41 de agua y se a-n 
7 m l  de dcido sulfl5rico 9676 ana1ftico.A esta mlucibn  se agregd 1 g de arerinista 
disddico en 80ml de agua.Se nrezcld y se c0loc6 a WO.Se usb luego de t r a n d -  
das 48 horas. 
- 
Sa tom15 1 m l  de l  react ivo q y 1 ml de la solucidn de l  azbcar.Se d e n t 6  en 
un ba6o de agua hi rv ien te  durante 10 minutoa.Se en f r id  a h n p e r a t u r a  ambiente y 
sa agregaron 0.5 m l  del  react ivo k.Se lied s \lolumen de 10 ml,m mezc16 y midid 
t5 
la  absorbancia a 520 run. 
L 
I l #1  . 
O X I D A C I O N E S  C O N  P E R I O D A T O  D E  S O D 1 0  
TECNICA GENERAL 
a 
Se colocd en matraz aforado una solucidn de nwtapefiddako de sodio 8.1 MI 
(cuatro veces el consumo espefado) y el p o l i s a ~ d o  en  una concentracidn r fe l  . 
0.1%,llevando a volumen con ague dest i lada, la  oxidacidn se l l e d  a cabo a tempe- 
ratura ambiente en ausencia de 1uz.Se midid,a d i e t i n t o s  i n t e rva los  de tiempo,el 
* 
consumo da periodato y la pmducciBn de b c i h  fbrcnico a d  mmo la proporcidn de 
glucosa inel terada,haste  que se observd conetancia en el consumo de oxidente Y/O 
~breoxidecidn.Paralelcunente,se ree l izd  un blanco l i b r e  de azdctar e n  la8 miamas 
- *--'- DETEf%1INACXUN DEL a3NS@i0 DE PEflIODAW I . 
60 empled un m6todo volun6tr ico  bessdD en .k t h i c a  de F l e w  y Law (1933) ii /I?L~ 
Se peseron 2.474 g de t r i d x i d o  de ars~nico,se t r a n s f i r i e r o n  a un vaso de prec ip i -  
tados de 400 m l  y se d i so lv ie ron  en  una solucidn mncen t rada  de OHM (2 g' de OHNa 
e n  20 m l  de agua). ~e di luy6 a 200 m l  y se neuiz-alizd con dciclo c l a r h f d r i c o  1 N  h a s t a  
h a c c i d n  ddbilmente Bcida ( p ~  5 - 6 ) n ~ e  agregaron 2 g de bicarboneto  de  aodio y la  'I 
- s o i ~ c i d n  sa t r a n s f i r i d  cuant i ta t ivamente  a un matraz aforado de 500 m l ,  lledndose 
a volwnen. I I I ~  
1 ; 
8 ,  , br ..-, 
Solucidn de t r l d x i d o  da arsc5nico 0.01N . i $ 2  
Se prepard por  d i luc idn  de la  soluci6n a n t e r i o r  
9 Solucidn de iodo 0.1 N 
Se agregakon 3.125 g de. iodo bisublimado a uan solucibn de 10 g de I K  en 10 ml de 
- 
- 
agua. Se agi t6 hae ta  d isolucidn t o t a l  y sis l l e v d  a w l u n e n  en  un matraz aforah 
Solucidn de iodo 0.01 N 
Ss prep& por  d i luc idn  de la  solucidn a n t e r i o r  
Solucidn de ioduro de potasio 2% 
Solucidn sa turada  de bicarbonato de sbdio 
4c 
b l o r a c i d n  de las soluciones  
Solucidn de t r i d x i d o  de a r sen ic0  0.1 N: se coneidere pa t rdn  
Solucidn de iodo 0.1 N: 1 m l  de la solucidn pa t rdn  de tridxido de ardnico O.lN,se 
t i t u l b  con la solucidn de iodo,usando a l m i d n  cclsno indica&r.La ecuacidn de bxido- 
reduccidn correspondiente 8s: 
Va volurnen do I n  solucidn de tribxfda de a r d n i c o  I - .I 
Vb wolumen de la  solucibn de iodo u t i l i z ada  en  la  t i t u l a c i d n  
Se extra jeron e l f  cugtas ch .la rnezcle de oxidacidn que se agregmn ti urn 
<&:; : ; I - - '  ; 
solucidn da 5 m l  de t r ibxido 'de  arsiinico 0.01 N.1 ml de solucidn saturada de 
bicarbonato de sodio y 0.2 r n l  de iodum de potabio Pqk 6e dejd une hor.'sn la 
5 
'11 oscuridad y se t i t u l d  e l  exceso de arsenito cis sodfo con la soluci&n de iodo : : ' . 
0.01 N , empleando almiddn como idcador,E)e, manera iden t ice  se prowdid  con' 
- Ylm 
i!F el blanco.Se calculd el periodato wnsumido segfin las aeguientes ecuscione8: 
- 
' :- 
_.'I - I. 
... 
5 x 0.01 - a x 0.01 x C = c I neq do ID4 presentes en el b l e w  
I2 
. . 
- 
5 x 0.01 - b x 0.01 x f = d I mq de 104 presentes en la muestra ! 
I2 
I 
c - d  .I e r m e q  de I0 consumidos 4 
- 
e/2 - d l i m o l e s  de 104 mnsunidos 
Donde ai ml de iodo consumidos por el blsnco i o 
b= m l  de iodo consumid~s por l a  muestra 
t 
De abi surge que,si V es el wlumen de la  mzcla de oxidacidn y A es la - 
I 
" ,-J - 
E.-, ; cuota tomah pare t i t u l e r , e l  nfimero de moles totales de 104 wnsunidos d: 
. .  
. -  _ & - _  
S o l u c i o w s  necesorias 
Solucibn de hidrdxido da sodio 0.01 N: 
Se preparb por di lucidn de una solucidn de 25 g de h i d d x i d o  de s o d i o  e n  25 m l  de 
-. 
ague destilada;0.65 m l  de este soluci6n se l levaron a 1 litro en matraz eforado. 
Se t i t u l d  con urn solyc idn'patdn de dcicb clorhidriw 0.01 N 
Procedimiento 
. , Se recogieron elfcwtes (muestra y blanco) sobre 0.2 ml dcJ etllE#lsUml l i b '  ,+.   .! I
* de acidex y se mantuvieron una hora en la oscuridad,para que se consme elexceso de 
oxidante.Se t i tulo'  con una solucidn de h i d x i d o  de sodio 0.01 N,utilizando la 
solucidn de f eno l f te l e ina  como indicador. 
bnae rn = m l  de OHNa consumidas por la muestra 
La b = ml de OHM wnsumidos por el  b l a n w  
- - 
- I 
"I 1 --- 'G 
- I. .. Ti STERMINACI~N OE ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ m I m  
-- 
Se apl i cd  e l  m6todo e s p e c t r o f o t o d t r i w  descripto por Eegrive (1937) y adap 
1 tado por Lambert y Neish (1950) 
Reactivn de Aci do crnmntrdpico 
Se prepad aegrjn la t8cniim descripte pcr k c .  Fedyrtn (1945) . ~ n  gremo de Bcido 
cramotrdpico se diso lv i6  en 1063 m l  de agug y tse llevd a 500 ni l  e n  un matrez aforada 
par agregado de dcido sulftjrico 12.5 M.La a d u c i b n  88 cunserva i n a l t e r a d a  dos o tres 
Curva de cal ibracidr  
k- 1 
Se oxidaron 0 , l  rnilimoles de manitol con 6 m l  de periodato de sodio 0.1 M. 
A l a  rnezcla de oxidacidn se le agregeron a m l  de bicarbomto , de sodio 1 M  y m de jd 
a 25O durante una hora para completar la ox3dacibn.Se a c i d i f i d  con 15 m l  de dc ido  
su l fdr ico  1 N y se agregaron 5 ml de metaarsenito de sodio 1 M agitando suavemente 
haste la  desapar ic idn  t o t a l  de l  iodo. 
- 
- Se tom6 1 m l  db aste solucibn y de 8 ~ l ~ & g n s s  .d i lu idas  a1 1/2,1/4,1/5 y 1/10 
;, y se hizo con ellas la  raecc i t in  de color, 
I 
-- 
I Procedimiento 
agregd 10 r n l  de react ivo de Bcido cromotrbpico.Se calentaron 10s tubos dumnta 30 
minutos en un baiia de agua hirviente,Laa solucionea tomaron co lo r  pCrpura.Se deja- 
ron  en f r i a r  a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia en  el espectrofotci- 
metro a urn longitud de onda de 530 m. 
I 
1 Eon 10s datos  obtenidos se construyd urn curva patrbn,que se utilizd para 
* calcular.la concentraciijn &I formaldehido (en micromoles por m l )  presentee  en l a  
~rmestra. 
Se u t i l i z a ron  estromas maduros y secos de C y t t a r i a  h a r i o t i  Fischer  que para- 
s i taban Nothofnqus Antarctica y fueron recogidos en San Martin de 10s ~ndes ,~euqu6n.  
AISLAMIETJTO E IDENTIFICACION DEt ACIOO 5 A R b B I N O  HEXULOSONICO 
:L' '-a Se rnacek el p a l m  seco de hongo f 10 g )  con OM m 1  de agua destiladei a ten& 
r s tu ra  ambiente ,Se separd el residuo inspluble  por centrifugacidn y se separeron 
10s p o l i s a d r i d o s  par  precipi tacidn C con etano1 y pos t e r io r  centriQugacibn.Se evapdrd 
el sobrenadante a presi6n reducida en  b a k  de agua a temperatum i n f e r i o r  a 40°. 
E l  residuo se extrajo con metan01 que se separb de l  insoluble,  
La cromatogrefia en papel de la fraccidn insoluble  en metanol reveld la pre- 
"- ,.r , 
sencia de un compuesto con las mismes caracCtedsticfns cromatogr$ficas qt@ urn muem 
-. j 
* tra eutknt ica  de k r e b i m  hexulosonato de Bariot Rp 0.23 (solvente 1):0;41 { e o ~ v i + ~  .ai 
- . i y 0.60 (sovente 4) revelado con 10s r e a c t i w a  = y =,fhn este t l t i r n o  daba un color 
I 
La f raccidn que contenfa el ceto6cido ss separd por c romtogmf fa  e n  pepel, 
IDENTIFICACION 
r-(EE::Fm 
68 redujo la fraccibn seperada en papel ( a) mg) con BH4Na 150 mg 2m1 de H20)  
Se agi td  durante una hore y se destruyd el exceso de borohidruro de sodio por egrega- 
do de ricido a d t i c o  gota a g 0 t a . b  solucidn se descationizd por eg i tac idn  con resine 
- +  Dowex 50 (H -].~a so$uci6n se l l evd  a seco a pretsidn reducida y se elimind el Bcido 
Mr ico  desti landolo con metenol ( 5 vecsrs).~l redduo se tom6 con dcido c lo rh id r i ao  
t cancentrado ( 0.5 ml) y se l l evd  a sew ( 1 0 0 ~  con vacio pare ayuder la l a c t o n i  weiba] 
Se procedi6 de manera s i m i l a r  con una rnuestra de 6cido D-wabirw hexulosdnico (20 mg ). 
Le cromatografia en papel de l  producto emf obtenido mostrd dos manchas de Rg 
s i m i l a r  a1 de tes t igos ,corr idos  en las m i s m a s  condiciones, de Dlgluwno-1.4-lactona 
1 y ~ a m r u l - 1 , 4 - l e c t o r s  (solventes 1 y 3,reveladores 5 - y  t3) 
{ La fraccidn quo contonfa e l  cetoddd~ (deacationizada y liofY.lizada) y el  fir I.=:- I B prodrcto da su reduccidn y lactonizacidn fuemn analitado. c m o  trirnetilsilil~teresfl - 
To columna: 3' a 150° y luego programada en t r e  150 y l8So e rezdn de 
lo0 / minuto 
Columna ii - To inyeceidn 290° - To deLteckrr 320° 
k. To columna programada en t r e  120 y 200" e rezdn de 4 O  / minutm 
-9 
Los resul tados  ( ~ a b l a  11) aparecen en el ccrpf t u s o  de Resultados 
,' 
DETmMINACION CUANTITATIVA 
Se ext ra je ron  10 g de hongo seco con 500 m l  de agua des t i l ade ,u t i l i zanda  
para e l l o  un Waring blender a 1  que sa lo hizo funcionar tres veces con i n t e r v a l o s  
de 5 minutos e n t r s  cada urn de ellas.Se prec ip i ta ran  10s pol isacdr idos  por e m -  
gedo de etenol  haste  l l e g a r  a urn concentrucidn del 6C$ (en etanol).Se centrlfug6, 
E l  product0 l i o f  i l izado se t d  con agua y se l l evd  a un valumen de 50 ml. 
Para la determinacidn cuant i t a t iva  del dcido se adapt6 el d t o d o  de emma- 
tograffa en papel usado para detenninar arCicares reductores con c ~ o r h i d m t o  c9e 
p-anisidina.Se prepard una curva de c a l i b r a d d n  con UM solucidn d e l  d d d o  D- 
atrabino hexulosdnico obtenido por descationiracidn y l i o f i l i z a c i d n  de s u  sal de 
.. 
Rario(0.2095 g/10 m l ) . ~ e  smbramn  a l f c w t a s  de esta solucidn y d e l  ex t r ec to  acuo- 
so en papel Whatmann NO1,Se d e m l l d  en solvsnte  4 durante 18 hores,Los crontato- 
I &  gremap, se secaron y se revelaron con solvente c,Se cortaron 18s mnchas y se el* I yeron con 4 m l  de C1 Sn.Se rnidieron las a b ~ n o i a r ,  a STO run.Todas 16s determine- 2 
clones se reetlizaron por duplicado. 
Previamente se habia hecho el espeutro de absorcidn W con dcido Olarabino 
i hexulasdnica obteni6ndose un mex r 510 m. 
Los resultados obtenidos se observan en la Tabla 28 1 i 
VA DEL ACIW 0-ARARINO HMULOSONICO 
Testigo 
Testigo . 8 p l  
Testigo P ' 
Extracto acuoso . 50 p 1 
I Extracto ecuoso 75 ;,A , I 
125. M 
162.60 
% 209.50 
112 ( 112 mg en 10s 50 m l )  
152 ( 108 mg en 10s 50 m l )  
Con estos datos se calcularon 10s detos de porcentaje de dcido presente ban -,* 
en e l  polvo d e  hongo. 
g dcido 
41.90 
03.80 
- b;t Para cont inuar  can t r a k a j o s  p rev ios  rea2Szados sobre la  composicidn en  aztjcares 
I simples de C y t t a r i a  h o r i o t i  F ischer  ,se tom6 urra fraccih de UM columne de c e l u l o s a  
1 obtenida a p a r t i r  de un e x t r a c t 0  metandlieo d~ dicho hongo ( ~ ~ ~ e r d n d e z  ~ i r a l l i )  
I Dicha f recc idn  (0.808 g) present;abe,por c r o m t o g r a f f a  e n  papel  ,una maacha de Rg 
similar a un s tandard  de t rehalosa:  0.5 (eolvente 1);0,63 (solvente  2) y 0.75 (sol" 3) 
, g revelado con r e a c t i v o  5 y Rf 0.87 (so lvente  11) en  p lacg de ~ e l ~ 1 0 s a . L a  t r e h a l o s a  no 
L 
so revelaba con r e a c t i v o  5 por ser no reductora,pero sf la f r acc idn  e n  estudio, 
Sc t r a t 6  esta f r acc idn  ( 5tng) con t r eha losa  f o s f o r i l a s a  e x t r a i d a  de Euglena 
G r a c i l i s  (Marechal y co1,1930).~1 utbo de 24 h a m s  ae observd, un aumento noteble d e l  
poder reductor  y la apar ic idn  por cmtmtograf ia  de una mancha de Rg-1 ( s o l v  1 y 2). 
* 
1 3. Se recristalizd el jarabe de e t a n o l  y se, o b t u w  un p r e c i p i t a d o  c r i s t e l i n o  (0.0%). 
de punto de fus idn y punto de fus idn mezcla con trehalosa cansercial: 1320137~ 
,s- 
I punto fus i6n  t r eha losa  ~omerc ia l :135-137~  
punto ~ u s i c j n  cia li t e r e t u r a ;  133-1380 (~8 i~8ner  y co1 ,19=) 
141 del prec ip l t ado  obtenido - + 180 ( c l . 0 , ~ ~ ~ )  
0 
Este oligosen4rido se h i d r o l i z 6  ( 9 mg) con Bcido sulfu ' r ico 1N ( 10 ml) calen- 
I tarrdo a r e f l u j o  durante 3 horas.Se t r a t d  el product0 con carbornto  de b r i o  y se fil- l trb a t rav6s  de un lecho de celite.Se dasestionird la aolucidn con resins Oarex 50 (H+) 
y se l l e v d  a seco a Presi6n W i d a . E l  jambe a d  obtenido d i o  por  t o g r a f f s  en  
r .  
* ;- s, 1 papel  una dnica  mencha de Rg-1 (so lvente  3,revsledor s y ).: . . : 
3! - 
El  o l igosacdr ido ( 10 mg) se t r a t d  con 1 ml de p i r id ina :ace ta to  de e t i l o  (1: l)  
I durante 10 minutos e n  un bnfio da agua a e b u l l i c i b n , s e  de jd  unas h o r a s  a temperatura / smbiente y luego se l l e v 6  a aevo e n  un d e a c a d o r  con h i d r d d d o  de  potesio y dc ido  
1 su l fd r i co ,  t r a t ando  el producto con metanol ( 5 veces).Sa r e c r i s t a l i z d  el  acetato de 
p.f: 9 5 - 9 5 O  p f mezcle : 9 4 - 9 6 O  
p.f: oc taace ta to  de t r eha losa  : 9 7 - 9 9 O  ( ~ u d s a n  y ~01,1915) 
4% 
El oligosactfrido se s i l i l6  segfin la t6cnica  genera l  d e s c r i p t a  y se h i r o  cro- 
' matograffa aas l i q u i d 0  de l  T r i m o t i s i l i l e t e r  o b b n i d o  
*! CGL DEL OLIGOSACARIm AISLAllO DE CYTTARIA HARIOTI FISCHER 
Muestra ( cam TMS 6 t e r )  Tr  
Conditioners: columm ii - Temperature de la colwnna programede e n t r e  150 y 2S0° a 
razdn de lo0 / min 
.TO detec tor :  300° - TO inyector:  250° - F l u j o  de N 30 m l  / min 2 
e 
DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA TREHALOSA 
Un e x t r a c t o  aclroso de hongo seco ( 14 g e x t r a i d o s  con 500 m l  de agw d e s t i l a s a  
en  un W a ~ i n g  blender a temperature ambiente) se l i o f i l i z d . ~ l  producto l i o f i l i z a d o  se 
tond con H2() ( 50 m1) y se ferment6 la solucidn 08 horas im 3 7 O  con Gaccheromyces 
cemicetle (~ederkremer  y Ranall1 ,1967). €1 pruducto f ermentedo se t r e t d  con carbdn 
9 - 
y se f i l t r d  a t r a v d s  da un locho de celite.5e l l e v d  la solucidn a un volumnn de 50 rn l  
A e s t o  l o  llamamos extracto f t~mnntada ,  
Una a l f c u o t a  d e l  extracto fermehtado ( 4.8 m l )  se 'sembrb cuan t i t a t ivamente  e n  
h papel Watmann No 3 MM para separa r  la f r a c c i b n  con Rg- t r e h a l o s a  que llamamos Fraccibn 
1 y urn vez a i s l a d a  se la l l e v d  a un v o l u m  de 2.5 m l ,  
- 
en  el e x t r e c t o  fermentado.Para e l l o  se incubarcln cada uno de 8110s con t r e h a l a s a  e n  
* 
buffer f o s f s t o  de pH 7,segCn se i n d i c a  e n  el Esquema 14.Paralelamente se t r a b a j d  con 
t rehalosa  0 . U  y se h ic ie ron  blancos s i n  enzima,Todas la8 determinaciones se reali- 
a r o n  por  duplicado.Previmente se habfa observado con t r e h a l o s a  que el poder reduc- 
tor permanecia cons tante  despues de 24 horas  de incubacidn con la enzime a 37",por 
l o  que se procedib  a u t i l i z a r  las misnas concliciones, 
-m 
Tubo 3 
Tubo 4 
Tubo 5 
* 
Tubo 6 
Trehalasa Buffer Trehalosa e x t r a c t o  f r a c c i d n  
renal fosfato 0.1 M fermentado T 
Se incubaron todos  10s tubos durante  24 hores  a 37* sobre  to lueno,se  c a ~ e n t a r o n  
luego 5 minutos e n  un baiio de agua a e b u l l i ~ c i b n  para i m c t i v a r  la enzima y se agrege- 
ron  B 10s tubos  1.3 y 5; 10 A 1 de t r eha losa  0 , l M  ; 1 del e x t r a c t o  fennentado / 
1 de f r e c c i 6 n  T,respsctivamente 
- &-. - - Se l levb el volurnen de todos 10s tubos 8 1 m l  y se determind l a  glucosa l ibe- 
1 
t rada por accidn de l a  trahalasacon e l  reactivo de glucom oxidase-poroxidasa.Le 
curve de calibracidn se construyd con glucosa 0.001MoLo~ resultados obtenidos se 
observen en l a  Tabla 27 
DETERh4INACION DE L A  GLUMSA UBERADA WR ACCION DE LA TREHALASA 
Mue stre Alfcuota Absorbencia Glucosa en l a  alzcuota Glucosa t o t a l  
E ( moles) ( moles) 
Glucosa log3 M 10 pl 0.131 
'.' . 
Tubo 1 
Tubo 2 
Tubo 3 
Tubo 4 
Tubo 5 
Tubo 6 
mta: l a  numerecidn de 10s tubos cormsponde a la del Esquema 14 
'c. ' 
- -m 
,- d 
E s t r o m a s  molidos ( 260 g )  secados en etstufa de vacfo haata wris tancia  -de peso 
se extra jeron con 6 t e r  de p e t d l e o  l i v i ano  ( p eb. 6b80°) por un total de 30 horas  . 
.. y luego con metanol durante SO horas en un &parato Soxhlet modificado. 
r ,  
' 3 ~ 1  residua (200 g; 76 % sobre sstronas tacos) se ex t r a  jo  con 6 l i t r o s  . de egua 
.# * 
a temperatura ambiente en dos partid8s.h axtraccidn rse r ea l i zd  en un Wering blender 
I * que se hizo funcionar intermitentemente tres veces durante 1 minuto con i n t e r v a l o s  
I 
de 5 minutos.Se s e p d  e l  ext rac to  a c w s o  pca centrifugacidn y f i l t r a c i d n  del s- 
brenadante a1 vacfo a t reds  de un l i en=  y con un lecho de celib.El f i l t r a d o  se 
c o m n t r d  has te  un volumen f i n a l  de 4 litros. 
Se a g r e g e n  2 l i t r o s  de etanol  9% ( cancentracidn de etanol 32% ) y apare- 
c i b  un precipitado gelatinoso que termid de prec ip i t e r  con une concentracidn de 
s 
" 7 r  'Pi 
Entre 52% y 5% de etanol  precipi td  otro producto de consis tencia  pulverulenta. 
, I 
Se s e p d  por centrifugacidn y se l a d  sucesivamente can e tenol  60% , i30$ , 95% y , 
finelmente con etanol  absoluto,Por secado se ob twle ron  3.9 g ck producto crudo 
E l  product do (3.8 g )  rje purificl) par  redisolucidn en 800 m l  de 
agua dest i lada a a ambiente,agitanda con agi tador  mecbnico Buchi &rents  
24 horas.68 t r a t d  con Carbdn vegetal  y pre filtrb a t r e d s  de un lecho de w1ite.U 
-lumen de la  solucid l t a n t e  fue  de 960 m l .  Se tagreg6 etenol 95% gota  er gob, 
@ spareciendo un precipitado cuando ae l l egd  a una concentracidn de l  41$.El polisa- 
ccirido termid de p r e c i p i h r  cuando se obtuvo urn concentrecien d~ etanol d e l  4&, 
Eie wntr i fugd  y lavd sucesivamante con etanol 50% 8 9% y e tanol  absoluto.Por 
aecado se obtuviemn 1.78 g de un polisacejrfda ( p o l i a a d r i d o  ~;4746 sobre producto 
I .  crudo). 
e y . .  
I- 
$ - - - -  A 1  l l e g a r  a uan concentracidn de ebml d e l  63% precipitabrr atro pol i secer ido  
0.300 g ( pol imc6rido ~;18$1 sob re  produoto crudo) Se centrieugd y lev6 con e tanol  
!jO$ ; 95% y etanol  absoluto y se guard6 para futuraa,irmsstigaciones.No se estudia- 
ron 10s productos do mayor solubilidad. 
se pur i f icd  doe ueces d s  csiguiendo el mi.mo ~rocedimien to ,  
con l o  que se obtuvo constancia de pader rota tor io .  
t Producto crudo 
20 
Pmducto obtenido 2' p u r i f i c a d d n  14 1 - - + 172.0 (c  0.7 ; H20 ) 
PROPIEDADES DEL POLISACARIW 
PbsPom d io  un pcdar m t a t o r i o  - + 172 ( c 0.7 g H20 ). 
D 
E l  contenido en Nitdgeno r e su l t6  menor que 0.8% y no se encontraron ce- 
I 
nizas.Los adlisis de metoxilo y a c e t i l o  dieran negatiws.El pol isackLdo dio 
I una muy leve 'coloracidn viol6cea por agregado de una solucidn de iodo/ioduro rfe l b  potasio. 
t 
DETERMINACIONES FISICAS 
i 
~e usb una solucidn 0.5% d e l  polisec&do en ClNa 0.1 M. Las p l a c a s  de sedi- 
montacidn se obtuvieron con una ultracent .rffuga Spinco Modelo E , a 20° y a una 
velocidad de c o r r i d a  de 52640 r.p.m. El polf sadrido d i o  un Snico  p i c a  ( Eigura 1 3 )  
E l  S 
20,w 
Pue 3.1 x lo4 S 
DETERYINACIDY DE HTJA?OGmCIDAD POR PRrCIPITAClON FRACCIONADA GUN EFANOL 
Se r e a l i z 6  segdn la  t dcn ice  d e s c r i p t a  por  Whistler y Be Miller (1956). 
Cc 0.400 g d e l  pol isac&rido pur i f i cado  se d i s o l v i e m n  can a g i t a c i b n  en 200 r n l  dq 
ague ( concentracidn O,P$I) . ~ e  agregb etaml gota a g o t a  a g i t a n k ,  hasta t u r b i d e z  i n d -  
p i e n t e  ( 110 m l  de  e t a n o l  ; concentracidn de etarnl *).El etanol u t i l i z a d a  e n  todos  
10s cams f u e  95%. ~e agregaron 40 m l  mbs de e t a n o l  ( concentracidn de e t a n o l  40q6) y 
se dejd decantar  durante u& no&e.El p rec ip i t adb  se' cent r i fug6,se  l a d  vkries veces 
con etono1,ss  socd en doscmdor , l uego  sobre pentdxido d8 fds fo ro  a 65O/1 mn durante  
dos horas  y se pes6,Al wbrenadnnte se 1s tagreg6 e t a n o l  g o t a  a g o b  has* observar  
e nueva p rec ip i t ac idn  ( 44$ d e  etsnol).Se d s l b  la f r a c c i d n  i n s o l u b l e  de manera simi- 
lar a la deacripte.Se continud con el  mimo porcedirniento haste llegsr a UM concen- 
t r e c i d n  de e t a n o l  d e l  56%. 
LOS r e s u l t a d o s  obtenidos se presentan  en la Tabla 29.Con 8110s se construyd 
le curva de prec ip i t ac idn  correspondiente ( Figura 12) 
Concentracibn de etanol ( % v/v ) $ polisacBirid0 'precipi tab 
HIDRDLISIS TOTAL WL POI TSACAf3IDQ 
- 
klidrbli si s dci da 
&i E l  p o l i s a d r i d o  ( 60 mg) se h id ro l i t d  por calentcimienta con Bcido s u l f f r i c a  
1 N ( 10 m l  ) en un tub0 cerrado durente 18 bras s l lOO.E1 hidrol izadb se enf r ib ,  
se neutra l izd con carbonato de bario  y se filtrd a t r a d e  de un lecho de celite. 
+ 
E l  f i l t r a d o  se descationizd por agi tacidn con r e s ina  h x  SQ ( H 1 y se concentrbv. 
* e presidn reducida con l o  que se o b t u w  un jerabe ( 50 mg).~or cromatograffa en  
papel ( solventes  1 ,2  y 3) se observaba solamcantxs glucosa,la cua l  se identified 
descr ipta  por \Ve$gand y col  ( 1951).~1 h i ~ l i s a d o , l l e v a d o  a sew, ae tom6 con 4 m l  
15 minutos se disolvid totelmente y se cuntinud el  calentamiento hasta obtener un 
9 
producto c r i s t a l i n o  en forma de agujas  emarl l lo  clares.8e enf r i6 , se  filw y l a d  
con b t e r  . Se r e c r i s t a l i z 6  de metanol y se obtuvo b ~ p - n i t r o f  e n i l  ) Lglucopiranosi l -  
.* 
E l  hidrolizado reducido y s i l i l a d o  dio par cmmitograffa gas l iqu ido  e n  l a  
wlumna ii un Gnico p i w  i d n t i c o  a1 de una muestra de s o r b i t o l  s i l i l ado .  
Se i n c u b m n  a 37O sobre tolueno el polisa&& ( 6.74 mg) con 0.2 mg de a- 
miloglucosidasa ( 50 ~ / m g )  d i sue l to s  en  5 m l  de buffer acetab de sodio/6cido 
adtico 0.1M ( pH 4.8),Se extra jeron alfcwta~ e las 2 y a las 24 horas  sobre las 
cuales se detendnd  el  contenido en  glucoae con el reac t ivo  de glucosa oxidaea- 
I Simult6neamente se incubaron en las ndsmas wndiciones  un blanco $in endma 
1 y un t e s t i go  con amilosa ( 5.i5 mg).Ee utiliz63oomo p a t d n  una solucidn de gluwsa 
-3 10 M,Los resul_tedos se pueden ver en la Tabla 30 
-;fly 

6 
HIDFXlLISTS ACTOA PAf3CIAL 
E l  polisac6rido ( 63 mg) m calentb pn un baib de .gua e r e f l u j o  con 15 m 1  
de dcido su l f6r ico  1 N  durante 3 horas.El hldmU.zado ae neu t r s l i zb  con carbonato 
de bario ,se  f i l t r d  y evapord a presidn rebrcI&.Se obtuvo un jarabe ( 60 mg) que 
por cromatografia en papel dio dos manchaa ilportantes.una de g l u m ~ s  y la otra 
de Rg- 0.49 (solvente 1 )  y Rg- 0.48 ( solvents 2) i d n h r n  a1 de una muastra ck 
L 
ieonaltosa corr ida  en 16s misnas condiciones y reveladas  con reactiws a y b. 
1) - 
Se veian tambi6n en menor proporcidn un mmonente de Rg - 0.7 (solvents  1) 
y Rg - 0.6 (solvente 2) valores coincidentes con 10s ds un standard de maltose; 
a d  moo oligosac8ridos myores de Rg- 0.33;0.22 y 0.1 ( solvente  1). 
de 10s o l i g o s a ~ ~ i d o s  (~rench,1953) 8s desarrol laron momatogremas hssta el  freh 
9 
i. te ( s o l w n t e  1) obteni6ndose 10s valores  qm Clgrran en  la  Tabla 31 
I 
OBTENIDOS WR HIDAOLISIS AGIDA 
Rf 
L a  mezcla de oligosacdridos (10 m g ]  se mdu jo por i ra tamiento con urn solu-  
cidn 2$ do borohidruro de sodio.Se agitd durante urn hora a temperature ainbiente. 
Se destruyd el  exceso de borohidruro de S Q f f i ~  por agregedo de dcido ac6tico gota  
+ 
a gota y luega se ag i td  con r e s ina  h e x  50 ( ti ) , se filtd y evapord a presibn 
Peducida .Se elimind el bdrica trahndo el residuo con ni&inol ( 5 veces x 3 ml) 
y evaporando el borato de metilo a d  formdo a 35. y prasidn reducida.El produeto 
* a d  reducido no se reveld con reac t ivos  2 y g y d m n  reactive 5 , l o  -1 indi- 
cb que la  reduccidn fue  to ta l .  
De menera s i m i l a r  se preparsron muetraa de malt i to1, isomal t i to l  y ao rb i to l  
a partir de maltosa,isomeltosa y glumsa,respectivamente. 
Los pol ia lcoholes  obtenidos se s i l i l w o n  segh la t6cnica  general  descripta 
y se analizaron por cromatografie gas 1fquido.Loe resul tados  aparecen en la 
I Tabla 14 y las condiciones que se u t i l i z a ron  fueront 
E l  p o l i s a d r i d o  hidrolizado se separd por cromatograffa en papel Watmann 3dM 
(solvente 1) en tres fracciones 
Fraccidn 1 ( 15 mg] por cmmatograffa en pepel ( solventes 1 y 2) se o b d  urn 
.. 
dnica Wncha de Rg = 1 
& Fraccidn 2 ( 15 mg ) por mmatog ra f i a  en pepel ( s o l m n t e s  1 y 2) se veia un compo- 
nents pr inc ipa l  cuyo Rg coincidfa con el de una muestra de isomaltosa,otre mencha 
I 
menor de Rg similar a1 de le maltosa y o l i g o s a d r i d o s  mayores. 
E s t a  f raccidn ( 2 mg ) se 1s sometid a urn aeparsddn e n a l f t i u r  pbr onaa- 
tograffa  en  Sephadex 6 1 0 ,  
- * 
Se recogieran  a l f c u o t a s  primer0 de 1 m1,luego de  0.5 m l  y por  l j l t i m a  de 0.3ml 
y sa midi6 la cant idad do ez6car reductor. en cada tubo por  el d t o d o  de f e ~ l - s u l -  
I 
f6rico.Se obtuvieron 10s d igu ien tes  res~lta??~ ( ~ a b l a  32) 
7 .  .. 
Por cromatograffa en papel  se obssru6 l o  s igu ien te :  
Tubo 18 (10.6 ml) una rnancha de Rg= 0.45 [ a d v e n t s  1) y Ag= 0.30 ( s o l v e n t e  2) 
coincident8 con 10s Rg encontrados pa ra  ma l to t r iosa  (ve r  d s  adelante) .  
Tubo 21  (11.5 ml) y 23 (12.1 ml) dos  manchas,una de  Rg= 0.50 ( so lv  1 )  qus c o i n c i d f a  
b . .  
con e l  de UM muastrs de isomaltosea y o t r e  de Rg= 0.18 ((solv 1 )  no i d e n t i f i c a d a .  
Tubo 25 (12.7 m l  ) una mancha de Rgs 1 (so lvente  1). 
Celibrado de la calumne 
Para comcer e l  Volumen de exclus i6n ( VQ) se 'cromatografib en 1s rrilsnw co- 
lumm de Sephadex el p o l i s a d r i d o  ( 2 mg) y se construyd la curva correaponctientse, 
Se o b t u w  un V0 = 6.5 m l .  
I Adgmds se c a l i b r d  la columne con maltosa ( 3.4 trig) y glucbsa (3.6 nrg).kS re- I su l t ados  pueden observarse e n  las  Tablas 33 y 3 4 j c o n . e l l o s  se conotruyeron 18s cur- 
ves  correspondientes. 
Fraccidn 3 ( 10 mg ) por  cromatograffa e n  papel  se d e t e c t 6  isomeltoea y oligosac$- 
ribs mayores.Se la analizci tambiiin ( 3 mg) por crwnatograffa e n  columm de 
Sephadex E l 0  ,obteni6ndose 10s s i g u i e n t e s  r e e u l  tados ( ~ a b l a  35). 
* 
Por crometograffa en  papel  de las subf racc ioms  obtenfdas  se observd l o  si- 
i guiente  : 
Tubo 25 (12.5 ml) y 26 (12.8 ml) una Gnica mancha de Rgr  0.50 (so lvente  1) de les 
mismas c a r a c t e r f s t i c a s  a la de urm muestra de isomaltosa 
Tubo 21 (11.3 rnl) aparecfan manchas de Rg- 0.43;0,31;0.22 y 0.11 ( s o l v e n ~ e  1 )  
Tubas 16,17 y 18 ( 9.6 m l  a 10.2 ml) deban una dnica mencha de  Rg- 0.22 i Tubo 15 ( 9.3 m l )  dos manchas de Rg-0.22 y 0.11 (so lvente  1) 
LROLtATOGRAFIA FN SFPkiADKX E l 0  DE LA FR.ACWN 2 DEL HIDROLTZAW PARCIAL 
Tubo No ml Absorbancia Tubo No ml Ab sorbancia 
TABLA 33 
-
Tubo No ml Absorbancia 
5 5 5.0 - 
10 8.0 Om020 
15 10.5 - 
20 13.0 0.050 
22 14.0 0.100 
Absorbancia 
4.000 
2.400 
0.92 
0.76 
0.40 
0,055 
- 
Absorbancia Tubo No Absor bancia 
0.630 
1.600 
2.100 
1.600 
0,880 
0,325 
0.150 
d 
TABLA 35 
-
CAOVATOGRAFIA EN SEPHADM 0 1 0  DE LA FRACCIDN 3 DEL HIDROLIWO PARCIK 
1 Tubo No ml Absorbancia 
6 6s 0 0.160 
7 6 s  5 0.092 
8 7.0 o 
9 7.3 0.020 
10 9.6 - 
I 11 7.9 0.020 
Tubo No ml Absorbancia 
I Para eatablecer l a  relacidn e n t r e  la movilidad y el gredo cle polimsrizacidn 
de estos oligosac&ridos  EX^ corrieron c m m S ~ a m a s  ( 8a lven te s  1 y 2) w n  xilosa 
I 
I como referencia ( ~ a b l a  36) 
RELACTON ENTRE LA MOVILIW Y EL GRADO. DE PC)LIMERIZACION 
Tubos 25 y 26 0.42 
Tuba 21 0.42 
0.29 
0.20 
Tubs 16 4 18 0.20 
Tubo 15 0.20 
0.12 
ESTlJDIOS CE ACFTOLISTS 
\ 
Se s ~ l i c l i  la tQcnica dosc r ip te  por  M & h t ~ &  y c o l  (1961) pa-a la  e c c t l i l i s i s  de 
un dextrano,que est6 basada en la  empleada p a r  Moss y Dziengel (193,) @era ce lu losa .  I 
Se agregoron 400 mg d c l  p o l i m d r i d o  ri urn mezcla previamente e n f r i e d a  en  ba- 
Ro de h i e l o  de 5.5 m l  de anhidrid0 a c h t i c o  ; 4 m l  de dddb adtico g l a c i a l  y 0.7 m l  
de dcido sulfu ' r ico concentrado.Se de j6  d u m n t e  siete dfae a temperatura ambiente, 
1+ a1 cab0 de 10s c u a l e s  se calentd  una hora a 60°.Se f i l t r d  y el  f i l t r a d o  se w l c d  
sobre 200 m l  de h i e l o  y se tratd con solucidn s e t u m d a  de bfcarboneto de sodio.El 
t o l i r a d o  se e x t r a j o  con c lo ru ro  de metilern ( 5 vecee x 5anl) y luago ae i avd  
con ague.- seed con s u l f a t o  de sodio  anhidro y se e l i d n d  el s o l v e n t e  a p r e s i d n  
reducida.Ge obtuvieron,despu6s de aeca r  e 40°/1 mn durente  dos horas13tj0 mg de 
un jarabe  de poder r o t a t o r i o  
9 20 
Id1 - + 7 3  ( c l . O ; C l 2 M 2 )  
D 
s' ! \ 
E l  ace to l i zado  se d i so lv ib  e n  metsnol y se t r a t d  con 10 m l  do metkido de 
sodio 0.1 N (prepamdo a p e r t i r  de 35 mg de wdio em 15 m l  ck menetaml).Se dejb s 
temperatura embiente durante una noche,se agregd ague para disalver el precipihdb 
+ formado y se deacationizd por agf t ac idn  con redm Dowex SO (H ) , ~ a  solucidn se 
evepord a pres idn  reducida,obteni&ndose 300 tng de producto desacetilado.Por cro- 
matograffa e n  papel  de este producto se obsgrveba solamente g lucosa  y maltose e n  
.* 
g r a n h s  can t idsdes  y e n  memr proporcibn una nancha cb f lgp  0.45 (so lvente  1) y 
Rg r 0.32 (so lvente  2) reveledee, con reactiwa = y p ,widtsnte con el v a l o r  
8 
encontrado pa ra  la maltotriosa.No se r eve ld  ningum mencha de Rg=nigemm. 
Se separd la glucosa de 10s o l igoraedr idoa  p o r  e~~aetnsraffa e n  peps1.b 
f r ecc idn  que contenfa 10s o l i g o s a d r i d o s  se p a d  a trads de urn columns de -ha- 
dex "10 midiendo en  ceda tubo la  cant idad & az6car re- por  el  d t o d o  de 1 hml-sulC6ricm.Con 10s r e su l t ados  obtenidoa (~.bls 37) a. mnstruy6 la  curva de 
Absorbancia 
0.10 
Absorbancia 
0.045 
0.115 
0.285 
0.400 
0.510 
08660 
0. 35Q 
0,125 
0.035 
0.015 
0.040 
0.100 
0 . 0 ~ 5  
Por crometograffa en p ~ p e l  se observaba: 
Tubos 13 -f 19 ( 8 3 1 0  m l )  un Jnico prodrcto de Rg- 0.45 (aolvente 1) y 0,30 
(solvante 2) caincidentes can 10s valores smntrados para la meltoMoaa 
Tubos 23 3 2 5  ( 11.8 3 13.1 m l )  una dnioa nancha de mltosa (solvente 1 y 2) 
Se incubd el p o l i s a d r i d o  (6.6 mg) wn 10 mg de alfa amiJesa bacteriana 
I (170 ~nidodss/rng) en 2 m l  cia buffer glicemPosCato de w d i o  15 dl ( p ~  5.7).~ara- 
lelamente so h i d m l i z d  en las mimas c o n d i c i m s  glucdgeno (8.0 mg).~as incuba- 
I 
c iones  se realizaron a 3 7 O  mbre tolueno.Se midi6 el poder reductor de ceda uno 
* de 10s tubas sobre a l i c u o t a s  e x t m f d e s  a distintos bntervaloa de tiernpo,segdn a1 
metodo sa Samgy Nelson.Los resul tados  obtanidbs se 'deta l lan en la Tabla 38,Como 
standard se u t i l i z d  una solucidn de maltosa dp, 3.38 mg/ml, 
HT OnOLISf S €NZI!>ATICA CON ALFA &HILASA 
A l f  cuota 24 home 48 hores  72 hares 
Absorbancia 
P o l i s a d r l d o  h i  drol.  
) con e l f a  amilasa 
200 P O e O 9  s . 0  0.04 46.0 0.04 46.0 
- con alfa amilasa 0. 57 174.0 0.68 206.0 0.55 210.0 
- - 
r I -  
' I -  
" "I . 
l 1  - I 1 1 : .  
1 De 10s odlor los  r e s u l b  que el p o l i ~ c d r l d o  se hidro l i za  un 8% con elfa amilssa; 
w.: Csn 
HTDflflt TSTS CON PULIILAVfiCI4 nACTFRIP&!A 
E l  polisaciirido (5.2 mg) SQ hidralizd eon 0.6 mg de pululanasa becteriana 
buffer  c i t r a t o  do sodio4cido dt r ica  lou% ( p ~  5 ) . ~ e  incubd: a 37' s a b r e  to lueno 
y se efrtrajeron a l f c u o t a s  a d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  de tiempo para medir poder re- 
dtrctor sagu'n e l  d t o d o  de Somogy Nelson.Se usb wmo s tandard  urn  aolucidn de 
glvcoss 0.8 mg/ml.~aralalamcnto se incubd un tub0 s i n  e n d m s  (f3lanco p o l i s a r d r i d o )  . 
y o t r o  a1 que no se l e  agregd pa l i sacdr ido  (~lanco enzima).~ambi6n se h id ro l i -  
zaron 6,4 mg de glucbgeno.Los r e s u l t a d a s  se observan dn la Tabla 39 
~o l i rac~r ido '  hidrol .  106 1 0.540 0.630 0,660 0,710 0,620 
con pululanasa / 100 ~l 0.580 0.670 0.690 0.690 0.620 
I 
- Glucbgeno hidrol .  
l M r l  
0.065 0.030 0.080 0.070 0.065 
con pululanasa 
Blanco p o l i  sec&ida 0.030 0,070 0.070 0.070 0.070 
Blanco enzim6tLco - - I, - ... 
- .  t" ,r 
... 
Con e s t o s  va lo res  se ca lcu l6 f : e l  porcentaje de hidrr4lisis de l  p c l l i s a d r i d o  
1 (expresado como glucosa)  
;-; 4 
TABLA 4C1 
Tiempo m~ glucosa/ 0.1 m l  
4 horas 
+ 8 horas 
24 horas  
3Q horas 
* 
48 horas 
% h i d r d l i s i s  
Por cromatogrinffa en pepel de a l f c u o t a s  extraidas del hidro l fzado  a les 4 hams, 
8 horns y 24 horas  de  incubacidn se o b s e d  una dn lca  mancha de Rg= 0.45 ( m l v e n b  1) 
y Rg- 0.32 ( so lvsn te  2)  reveladas con reactivos 2 y g ; mientras  que e n  las muestras 
correspondientes a 30 y 48 horas de incubacidn se revelrupn,adem6s de dicha manche, 
cantidtides c k c i e n t e s  de glucosa y maltose (aunque siemprw en menor pmporcldn que 
la mncha an te r io r ) .  
I; La c r o m t o g r a f f e  en  papel de a l f c w t a a  ex t rg fdas  de la incubaci6n del gludgww 
can, pululanesa,no revel6 le presencia  d e  n i n g h  o l i g o s a ~ d o  de movilidad apreciable .  
Para establecer la  re lac idn  entre la movilidad y el  grado de p o l i m e r i z e d d n  
d e l  o l i g o s d r i d o  o b t ~ n i d o  por h i d r d l i s i s  e n z i d t i c a , s e  corrid urn crornatogreffa en  
I I Maltose 
O l i g o s e d r i d n  
E l  o l igosacdr ido aparecfa en el punto do la curva w r r e s p o m l i s n t e  a un tri- 
sacdrido con uniones alfa-D- (19 4 )  ( mal to t r iosa ) ,  
+ ATSLAhIIFNTO E fDRVTIFICACION DEL OLIMSArARXCKl PROWCIIX) E3 LA HIDRtILISIS CON 
PULIILAN ASA 
14 
Se hiclrol izd e l  pol isacdr ido ( 400 mg) con pulu3anasa ( 2 mg) en 200 a1 cb 
buffer  c i t r a t o  10-* 1 ( pH 5).~ara d i s n i n u i r  la  a c t i v i d a d  de alguna &Fa glucoai- 
dasa contaminante se efectud la h i d r d l i s i s  b n t m  de una bolsa  de di&lisfs y se 
detuvo luego de 0 horas  de incubacien a 3 7 O . S e  estudiarun p o r  separr~do las das 
aoluciones que quederun. 
Fraccidn A:"solucibn e x  w er o r  a a b o l a  de dialisis 
Freccidn 8: sdlucidn i n t e r i o r  a ,la bolea de d d i d l i s i s  
Ambas f r acc iones  se calentaron durante 5 minutos en un b d o  de agua a e b u l l i -  
c idn  para d e s a c t i v a r  la enzime y luego 59 colocd durante otros S minutos a O°C. 
+ 
Se f i l t r a r o n  las soluciones  y se a g i t a m n  can resina Dowex 5 0 ( ~  ) p r i n e r o  y luego 
con Amberlite IR 45 ( 0~-).0es~uds de cada trataminetb con r e s i n a  se filtsd la 
solucidn r e s u l t a n t e  y por  tjltimo se l l e v d  a aeco a pred6n reducida. 
Z 
. * 
Peso fraccidn A: 22 rng 
Peso fraceidn O: 303.5 mg 
20 
- + 110 ( fraccidn A)  
0 
El bajo podor rotatorio y el  alto pbeo o b t e d d o  en  total hizo pensar que no 
tje habfan elimimdo totalmente las snles.& r e p i t i d  entonces e l  pmcedimiento de 
+ Ir desa1iniPimcidn,agitsnm dircctmanta urn urn nezcla  B Oorax 91 [H ) g h b e r l i t e  , 
IR 45 ( OH-) durante 1 h 0 r a . b  filM y evapod a presibn reducida,con l o  que se 
obtuvo: 
Peso fraccidn A : l S  mg 
Peso freccidn 8:227 mg 
s 
I ta fraccidn A era crornatogr6ficamenta pura 
La frecci6n B prosentnba por cromatograffa e n  papel (rsolvente 1) aden& de la 
. - 
mancha que presentobe le fraccibn A,otres de Rg menor. 
Se bed la fraccidn A a O /  mn durante dos horas y ee tom6 el  poder rotatokio c.- ,  
Los valores de l i t ere tura  para la maltotriosa son 
20 
(41 - + 160 ( c 2.0 ; H20 ) Whelan y Bailey (1953) 
0 
La f raccidn A so oce t i ld  ( -50 mg) trtMne!~la con SO w de acetaCo de so&o 
anhidro y 2 m l  de anhidrido acdt ico anhidro.& edlentd la mezcle en  un be50 de 
gl icer ina  a laOD durantc die* minutoo y 1- ee' mantuw urn h0m a 100°C. Se de j6 
emfriar a t~mpera tu ra  ambiante y se w l c d  sobre h i e l o  machacadoa% dejb repasar 
una noche.Se separd un ace i te , se  extra jo con C1 M ( 4 veces x 20 ml).se secd el 2 2 
extract0 con s u l f a t o  de sodio anhidro y se l l evd  a seu, a presien reducida. f3 
jaPabe obtenido se extrajo con etano1 9546 ca l i en t e  y el msiduo  88 llevd a s e a  en 
un desecador sobre OHK y dcido sulfdrico,Se r e p i t i & .  el procodimi8nto' varias veces, 
hnsta quo se obtuvo un precipitado c r i s t a l i a o  qua tge recristalitb da etanol 95%. 
El producto as< obtenido ( 15 mg) era c romawdf i cemen te  pum r R f  E 0 . q  
(solvents 7 )  en placa delgada de s f l i c a  gel. 
Whelan (1953) in f  anna para el hendecaaoetato de ml totriosa 
. . 
Fj. . . . 'A *. r. C..':d5 
Se hizo un espec d t f c a  nuclear de la f rackibn A ( 20 mg) 
en D 0,encontrcindose 10s va$ores esperados para el  H g l i c o d d i m  en urxlanes 1-34  : 2 a 
abswrrcidn e 6 - 5.35 ( ~ s u i  y rn1,1974). 
4 
Le cromatograffa en  Sephadex E.10 de la f recc ibn  A,arrojb 10s s igu ien tes  
resul tados   a able @).La concentracibn de adcar reductor se midid segu'n el d t o d o  
de fenol sulfdrico.  
Tubo No ml Absorbancia Tubo No ml Absorbancia 
,15 10.5 00 % 
16 11.0 0.33 
17 11.5 0.15 
18 1200 - 
La fmccidn  8 ( 100 mg) m s e p d  por cronatagraffa en pepel [ s ~ u e n t e  2,90 
hores) en 5 frecciones.Se numeraron en ordan decreciente de R f  
Las f raccianes  1,2 y 3 ( 60 mg) consistfan en  maltotriosa y trazas de d t o s a .  
La f raccidn 4 ( 6.5 mg) era c r o m a t o g r 6 f i ~ n t e  pura.Presenteba un Rg der 0.13 
(solvent8 l ) . ~ u  poder m t a t o r i o  era + 170 ( c 1.0 ; H20 1, 
Se determind e l  grado de polimerizacidn de este oligosac6rido segdn la tdcnica 
9 
de Umau Smith.68 disolviemn 3.1 mg en 5 ml de agua,se agregemn 10 mg de BH4Na 
y se agi td  durante 20 horas.Se destruyd el exceso de borohidruro de sodio por awe- 
gad0 de dcido acdtim gota a gotb y s. a justd el pH a 7.5 con m p  (mluc idn  =- 
turada).se agregaron 25 mg de motaperiodato ds sodio y rse dejd durants 4 dfss a 
tenrperatura ambieate en ausencie de l u z . 6 ~  destruyd el exceso de oxidante con dcido 
/ 
sulfdrico 1 N ( 7.5 m l ]  y arscni to dc sako 3 M f 2.5 ml).~e merdla ( 21 m l )  
se dializd contra igual volumcn de agua d e d l a d a  duran* 24 hores.Sobre 1 m l  
do1 dialirndo se dotermid form1adt:hido segdn l a  t6cnica general descripta, 
Tabla 43 
- * DFTR?JTFJP.CTDN DEL GRADI) DE PTJLI!JERIZACI@N DE UN OLIGOSACARIDC3 PROWCIaO POR 
HIOHOLIEiIS CON PULlflANPSA 
Ab sorbancia FO-ldehido ( 
I 
Testigo I 
Testigo I1 
. s Testigo I11 
Testigo I V  6. Teatigo V 
Oligosadrido ( 1 m l )  
0 sea qos en 42 nl habfa 6.3 m i m l e 8  qua provenfan de 3.1 mg de 10 que result43 1 
qu el Peso Molecular del oligosactirido es 492 si le unidn terminal tss a travBs deX 
Oxfgeno de1 C-6 & 984 si es a trads del  Oxfgerm del  C-4 
7 .  .. , J,S !fig.-[; - -  - 
.. 
E l  oligosecdrido ( lmg) se hidrolizd durante 24 horas a 37O cctn urn suwen- 
sidn de pululanasa ( 18 mg/ 5 m1,O.S ml) en 1 m l  de buf fe r  citrato.Se o b d  por 
I R I 
cromtografia (sol" 1) una mancha de Rg~tc@l&3triosa ,habiendo desaparecih la de 
Rg - 0.13 . E l  tratamiento con alfa ,  amilaae ( 1 mg) daba par cronwtograffa en paps1 
(sol" 1 )  glucosa y maltotriosa (en menor pmporcibn),pem pennsneda l a  de Rg- 0.13 
cam la rn6s.importfin*. 
La fraccic'jn 5 consistfa en una mezcla de oligosacdridos de m y  poce mvi l idad  
por cromatografia en papel y que dessparecfan totalmente por tratamiento con 
pululanasa para dar lugar a una h i m  mancha de Rgr mltutriosa, 
O X I O A C I O N  C O N  P E R I O D ~ Y 8  D E  S O D 1 0  
En un matraz aforado de 100 m l  se c o l u ~ a r o n  122.9 mg de p o l i s a d r i d o  con 
50 ml de rnetaperiodato de sodio 0.1 M y ee f b v d  a ~ l u n e n  con agua dest i leda.  
La oxidacidn ce l l evd  a cabo a temperatura m b i e n t e  en a u s e n d a  de luz con agita- 
cidn ocasional.Se tomaron al fcuotas  a difermtes tienrpos para medir el consumo de 
'd oxidante,la produccidn de Bcido fdnnico y la glucom r e m a n e n t e . P a r a l e l ~ n t e  se 
rsaliz6 un blenco l i b r a  de az6car. 
# 
C ' 
v 3  
OOSAJE DE PERIODATO DE WDIO .r - . 
Se tomaron a l fcuotas  de 0,2 r n l  que ss agregaron a urn solucidn de 5 rrh 
de a rsen i to  de sodio 0.01M ; 0.5 m l  d. s o l ~ c i b n  se tumda  de G€l3HNa y 0.2 m l  tk 
9 I K  2oqd.se procadid de acuerdo a1 rniitodo general descripto.Las dstermimciones 
se efectuaron por duplicado.El f ac to r  d e l  I era 0.840.El consumo de periodato 2 
as expresd coma moles de periodato/rnol de glucosa anhidra.Los reait l tados ee ob- 
m a n  en  la Tabla 44 
WSAJE DE ACID0 F'ORMICO 
Se tomaron al$cuotas de 1 m l  que se agregaron a 0.2 r n l  de e t i l eng l ico1 , tas  
detenninaciones se real izaron de acuerdo a la Mcnica general  d e s c r i p t a , ~  se 
real izaron todas  por d ~ p l i t ~ d o . E l  factor del O W  era 1.1.Los r e su l t edas  obteni- 
dos se e><p&samn wmo moles de dcido fbrmico/mol de glucosa anhidra y m obser- 
van en la  Tabla 45 
£33 tmaron  a l fcuotas  de 1 m l  que se redu . m n  e hidrol izeron de m n e ~  si- 
m i l a r  a la descr ipta  a continuaci6n para el  oxopolimcbridu.Se l l evd  a volumen 
1 ( 1 ml) sobre el cua l  se determind el cantmido  e n  glucoaa con el reackivo de 
1 hora Blenco 3.31 
I 
L Poli sedrido 3.45 
moles de ma-/ 
Blanco 
Polisadrido 3.65 
5 horas * 
.. YM Blanco 3.50 
Polisadrido 
1 dfa Blanco 3.39 
3 
I Poli s;ac&ri do 3,@3 
Blanco 3.51 
4 dias 
Poli sa&ricdo 4.10 
Poli SRcQrido 
I. 
6 dfas Blanco 
Poli sadrido 
10 dias Blanco 
1 hora Blanco 
. C' P o l i s a d r i c h  
- 
3 horas Blanao 
Poli s a d r i d o  
5 horas Blanco 
P o l i  sac&. do 
1 df8; Blanco 
d 
i P o l i  sadrida 
3 diaa Blanw 
Poli sachi do 
4 dfas Blanco 
P o l i s a d r i d o  
5 &as Blanco 
P o l i  s a d r i d o  
4 
6 d f a s  Blanco 
P o l i  m*dO 
' -  
8 dfas  Blenco 
I P o l i  sac8irido 
10 dfas Blanco 
P o l i  sa&i do 
e x p m s a m n  cono moles de glucosa remanent9fmZ de glucaaa anhidra. 
I, 
1 REDUCCTON E L  fWLfALDEHID0 
( 2 ml) y se dializb contra  agua corrient:~ -rite 4 dfas y f ina lmente  c o n t r e  egua 
.- 4 
dest i lada .  
Se agregaron ~ u u  mg oe boronidruro de sod io  y a la8 24 horae se hizo  un 
nuevo agregado de 100 mg.Despu&s de 24 hores  se destruyd el exceso de 8H Na e n  4 
la mezcla p o r  agregado de dcido adt ico go- a got8  hasta pH 5 . b  sblucidn se 
desionizb p a r  diilisis con- agua destilet* y .se l i o f i l i z b .  
a reflujo durante 15 horas.Se neu tzy l i rb  el  hidro l i zado  con hidrdxldo de 
da bar io  y ae d e s c a t i o n i d  por a g i t a c i 6 n  m n  resina OD*Bx 50 (H'). 
E l  filtrado se l l e v d  a ssco y se errad wr valwnen con agua en  un m e t r a t  afkmsdo 
Por crwtatograffa en papel se o b s e m n  manchas movilidad iguaL t!t glu- 
cosa ( reversdas  con reectivos 5 y ~ ) ; e r i ~ t o l  R g  - 1.00 t s ~ l v e n t e  l):1.54 (81- 
w n t e  2);1.2 (solvent8 3) y 1.26 (solvente  4) re,wlado con reactive a I.. y glicerol 
f3g- 1.a (solvents  1);1.92 ( m l v  2 ) ; l . a  (solv 3) y 1.S (solvente 4). 
*. 
DETERMINACION DE LA RELACION GLUCOSA-ERITRITCH-GLI~QL EN EL HIOROLIZAW TOTAL 
1 m l  d e l  hicfrolirado t o t a l  del polialcoho1,se llevd a sew y se preperd 
el Trimetilsilildsrivado.Simul~nsamente se prepamrun 10s TMS d t e r e s  de glucosa,  
* glicerol y eritritol ,as1 carno de  una mezcla de 10s trss en las s i g u i e n t e s  propor- 
- 4 
ciones 
no moles 
Glucosa 
relacir in nalar 1.20 1.48. 
I 
2 .  
Se ana l i za ron  10s TMS 6teres por  cromatograffa gas i l i z a n d o  las 
I -  
s i g u i e n t e s  wndic iones :  Columna i v  ; To c o l u m ~  pmgratnade entre 70° y 200° a 
raz6n de 6O/min ; To detectur: JWO ; To i nyecciibn 2W0 ; f l u j o  de Np: 3Dml/min 
Oxidacidn comporlodato  d e l  po l i a l caho l  :el polialcohol.  (10 mg) se o x i l n  con IOONa 
+& 
: bajo las mimas condiciones que se desc r ib id  anteriorrnente para el p o l i s a d r i d o  sin 
+ adder . Se midid e l  consumo de oxidante  sobre  alfcuoks de 0.2 m l  extraidas da la 
1 mezcla de oxidacidn e 18s 2h,4h,8h, y 24h , siendo en todos 10s casos el calor s- 
- r 
obtenido equ iva len t s  a1 d e l  blanco ,y  por l o  tento el conwmo de  o 
ciable.  ~ e r a l e l a m e n t e  se d a d  la  glucose  remansnte (0.5 ml) ,obteni6  
mi-  un v a l o r  cons tante  de 446 (0.04 moles de glucose p o r  ml de' g l u w e a  anhidra). 
DCISA,fE DF: M-ffLX3SA FiEt,"lNFNTE EN LA ~XZOA&TQN CON PFRTDOAM 
: I &  I d -  
. Iv!uestra Volumen tornado Absorbancie moles de mkts de glucosa/ 
glucoset , mGa 
! 
1. v oluCcsa o,a ml 
Glucom M 0.3 ml 
-3 Glucosa 10 M 0.4 ml 
-3 Glucoso 10 M 0.5 ml 
Oxidacidn 3 'hams '0,5 rnl  
d 
1 dfas 0.5 ml 
9 dfas 1.0 ml 
1Odfas  1 . 0 m l  
TABLA 47 
RELACTON ERIrFR1TOL:GLI~RC)L:GLUCDSA EN EL WLIALCONOL HIDROLIZPJXI 
- - Relacidn de dress Relacih molar 
@. Standard c: !+ 
Lkrestra . p2 
Le detsnninacidn se r ea l i zd  segdn e l  dtodo  descr ipto  por  Unrau y ~mith(1957]  
I borohidruro de sodio y se mantuvo durante 20 hores con agitecifin cons tan tease  destru- 
yb el exceso de borohidruro de sodio par  agregado de 6cid0 ac6tico gota  e go ta  y se 
1 
I e jus td  el pH a 7.5 con solucidn saturechbde bicarbomto de sodio.Se agregemn 25 
1 C, mg de metoperiodato de sodio y la lnezcla ae de jd en  la oscuridad s temperatura am- 
biente durante 4 dfes.El exceso de oxidante se destruyfi por agregado de 7.5 ml de 
Bcido sulfu'rtco 1 N  y 2.5 m l  de a r sen i to  de  sodio 1 M .  La mercla se d i a l i r d  contra 
igue l  volumen de agua des t i l ada  durante 24 horasw&e t m m n  a l f cuo ta s  ( 1 ml) d e l  
dializado y se realiz6 sobre ellas la  deterplinacibn' de formaldehido segu'n la 
tScnica general descripta.las daterminacionos ae efectuaron por duplicado y 10s 
.) 
I resul tados  pueden obsorvarse en l a  Tabla 48 
I 
Testigo I 
Testigo I1 
Testigo I11 
. 
T8stig0 I V  
0 sea que 27 mg de l  p o l i s a d r i d o  d m  origen a 1.'344 moles de fonnaldehido, P 
lo cual implica un Peso Molecular de 20.000 si se considera que la mol6cula terminal 
est6 unida a trads de l  0-6 6 40.000 si se considere que la mol6cula terminel estd 
unida a t rav6S de l  oxfqem deiyC+. 
! 9 'I a m , .  , 1 -1'11, 2 I' 
- 4 . 0 
So u t i l f  zd la  t ecn ica  d c s c r i p t a  por Woenori (1964) segdn la adap tac idn  de 
Sandford y Conrad (1%). 
Se pesd un grama de h id ru ro  de sod io  ( reoubier to  e n  un 5% por  aceite minera l )  
* q en un baldn de tms bocas.Se lavd con n-hexano (3 x 30 ml) ag i t ando  la so luc idn  y do. 
cantando daspu6s de cada lavada,Dospu6s d e l  tercer.lavscb se adaptd un refrigerante 
t 
do a una de las bocas del baldn y se s a d  el Mexano  r e s i d u a l  por sucesivas eva- 
cuaciones con una bornba do vecfo.Luego se corkct6 un tubo de N ,se destapd el  refri- 
2 
geran te  y so h izo  pasar un f l u j o  contfnuo de. gas;% agregd por  la tercer b o a  
dimet i l su l fdxido (15 ml) prevfnmcnta d e s t i l a d o  sobre h i d r u m  de calcio a P r e s i d n  
9 
reducido y guardado sobre );anices rnoleculwes Linde, t ipo 4A.La so luc ibn  se a g i t d  con 
un eg i t ador  magdtico y sa mentuw e n  ba6o ch agua a 50° hasta que cesd la ewlbcidm :*. . 
de hidrdgeno y la solucidn se puso verde clam (epmximadamante una h m )  
. 
E l  po l i sacdr ido  (90 mg) previamente l i o f i l i z a d o  de urn  so luc idn  achsa y kcado: 
a 40°/1 mm rktrante dos haras,se d i s o l v i d  en 10 m l  de d imet i l su l f6x ido  d n t r a  de un 
baldn de dos bocas.Ss adapt6 un r e f r i g s r e n t e  a1 bal6n y se agregaron XI ml d l  aid& 
m e t i l s u l f i n i l o . ~  a g i t d  a temperatura embiente cfurolnte 6 horas,haciabdo pasar up 
f l u j o  continuo de N p  durente  ese tiemp0.b w l ~ d  luego L solucidn e n  un b a b  de 
a 
Ibselo y sa agmgaron go- e g o t a  3 m l  de ioduro de met i lo  a urn  ye loc idad  a1 que la 
tenpsrstura ria sub ie ra  de  25O.b dejb a g i i t e n d o  durante  toda urn  mehe y luego se die- 
* If26 la  eolucibn con t ra  agua c 0 r r i e n t e . a  l iof i l i rd  y el liofilirado ss extraja con 
c lo ru ro  de metileno.Ss l l ev6  a seco a Pres idn mducide, 
E l  product0 abtenido (80 mg) mostreba una pequesa b a d  de abaorcidn en el 
? I -  
.. - 
i n f r a r r o j o  e n a l a  mna c o l ~ a s p o n d i e n t e  a1 OH y el $UCH~ ens de 36.08 a' - 
So i n t e n t 6  u r n  scgunda metilaci.8n del  p o l i m c b r i d o  u t i l i z a n d o  el micmo &todo 
ae ro  so ~ b t u v i e r o n  apenas unos 20 mg de wr pmducto  con gran  contenido on OH (113) y 
cuyo $J OW era de 16% . Todos Los i n t e n t o s  dra remetilar el po l i cacdr ido  segljn le . 3 
t6cnica  do t takamori (cuidando las condiciones da reaccidn:  ternljera t u r a  , a l c a l i n i d a d  
d e l  madio , tiempo de contac to)  fueron infructuasos.  
I * de p r o w d i d  entonces a remetilar el p o l i s a d r i d o  seglin el rniitodo t lescr ip to  ) por Purdid e I r v i n e  (1903). 
El p o l i s a d r i d o  parcialmonte meti lado se d i s o l v i d  e n  10 m l  de  ICH y se le 3 
agregaron en  porciones ,2 grms de dxido de p l a t a  r e c i e n t m e n t e  preparado.La mezcle 
de reaccidn se ca len td  a r e f l u j o  con a g i t a c i d n  e n  bafio de agua a 60° durante 10 
horas.Se r e p i t i d  e l  procedimiento tres veces mifs s i n  aislar el  producto fntsnnedio.  
t 
Luego se separd el dxido de p l a t n  pa r  f i l t r a c i d n  a t ravl i s  de  un lecho de celite en  
I * una p lace  f i l t r e n t e ,  l a d n d o s e  ccidadosaments mn c l o r u r o  de metilcm c a l i e n t e  . 
.e / E l  f i l t r a d o  se secb cod 93 Na anhidro  y se l l evd  a seco (290 mg) . 4 ? 
Pur i f i cac idn  d e l  p o l i s a d r i d o  m e  t i l a d o  
E l  producto obtenido se ca len td  a r e f l u j o  con b 8 n ~ e ~  y ae s e p d  el inso-  
l u b l e  . Se p r a c i p i t d  el p o l i s a d r i d o  meti lado por  agregado de Qter de p e t r d l e a  a 
la solucidn b e n d n i c a  , sa cen t r i fug6 , l avb  con B t e r  de p e t r d l e o  y se secd s 4 0 ~ / 1 0 - ~ m m  
I. 
sobre P O . El ~jkl? era de 39.72 2 5 
" Propiedades 
E l  p o l i s e d r i d o  meti lado presentaba urn  p e q u e h  banda de absorc idn  e n  la  zona 
d e l  OH . El e ~ j p e c t r o  i n f r a r r o j o  se h izo  con una p e l f c u l a  d e l  p o l i s a d r i d o  preparada 
de la  s i g u i e n t e  manera: 5 mg se d i so lv ie ron  en  1 m l  de c l o r u r o  de meti leno y esta 
solucidn se coloc6 sobre urn  p a s t i l l a  de ClNa e v a p o r a n d o e l  s o l v e n t e  por  pasaje de 
aire ce l i en te .  
* 
6e diso lv id  sl p o ~ i q a c d r i d o  parcialnentz3' metilado. (140 rag) e n  s nl  de & c i a  . 
.-Pm 
s u l f 6 r i c o  W$J enfriando externamente con un b&o de h i s lo ,% dejd a temperatura 
ambiente duranta 3 horas y luego se di luy6 rl S04W2 hapta urn  m n c e n t r a c i d n  d e l  12% 
k 
r por agregado de 15 m l  de agua cuidando que la tomperaturn no se e l e v a r a  bruscamente. 
I *  La solucidn se ca len td  a 100: durante 8 horas.Se n e u t r a l i z d  con hidnfxido do 
baria y lUs s d l i d o s  se sopareron por f i l t r a d b n  a t r a v d s  de un l echo  de celite lav&nnr 
dose con agua y metanol c a 1 i e n t e . n  f i l t r a d o  se descetkonizb por a g i t a c i d n  con resim 
p L; * m t o g r a f f a  en  papel  de l  hitfral izado (solvents 6) moskrd las s i g u i e n t e s  
manchas,usando wmo revelador  e l  r e a c t i v o  g 3.z 
--is RC 0.84 , rosoda , coincidente  con 2 , 3 , 4 , 6 - B t r ~ t i 1 - 0 - g 1 u c o ~ ~  I I 
Rp 0.67 , emarilla, m i n c i d a n t e  con 2 , 3 , 4 - M ~ t i l - D g l u c o s ~  
1 R 0.61 y 0.55 , rosedaa,coincidentes con 10s doa anknsros de 2 , 3 , 6 - t r I ~ t i l - 0 - g l u c o a a  f 
Rp 0.23 , ,ills, coic idente  con l a  P , , ~ $ h ~ t i l - D g l u c o s a  
- !  
. .. 
Urn mancha pr6ct icanente  e n  el l u g a r  de siembra,mamdn,que podr fa  aer g l  
r. -.. .I 
I [  . .' 
oluccfia raomrn* tilada. . - >  
, L I  
I 
% Se prepararon 10s TI$ 6teres y acetat08 tkE1 hidrolizadrr previaments r educ ido  
y de muestras a u t d n t i c a s  (reducides ) de glucosas paxAafmente ntetiladas,se&n la 
thcnica  genera l  d s s c r i p t a  y sa a m l i z a r o n  por cromatograffa gas 1fquido.Las r e s u l t a -  
das obtenidos asf como las condiciones u t i l i z a d a s  se ven en la Tabla 49 
CRn$elATCIGHPFIA GAS LITJlJTIXl DE GLlJCOSAS PMCTWfENTE METILAnAf? 
Muostra T r  (mlakkvo a 2,3,4,6-te tra;0-me til-.gluci to1 ) 
(a) Acetatos (b) 
.t 
Condiciones de operacidn 
(a) mlumna ii - Temperatura de la colmna pmgramadada entre 100° a 220. a rardn ds 
' 4  6@ /min - Temperatura detector 3 0 °  - Tentperaturn inyectar 200° 
Flujo de N p  3fJ ml/min 
Twperatura detector 30fJ0 - Temperatuta ikyector 25R0 - Flujo de N p  J1 nl/ndn 
Ss ntet i l i3 el polisncdri .do ( 300 mg ) segufl lia t 6 c q i c a  de Hakamori d e s c r i p t a .  
Se obtuvinron 270 mg con 10s c u a l a s  so h i m  urn curva  da f racc ionamiento  (Chanda, 
H i r s t  y ~01,1950) .  
Se trat6 el p o l i s a c d r i d o  met i lado  can  urn mezcla ( 3 r n l )  de eter d e  petrc$lew 
-bencsno,aurnentando gradualmento la proporcidn del primero.En cede caso la  mezclh se 
.I ' ;* r c n u j d  e n  un baRo do agua d u r e n t s  dos holas.Se decant6  la solucibn.Se sac6 el sol- 
vent. a pres idn  r sduc ida  y se secd  e l  r o s i d u a  s 90' / 0.1 nnn sobre P205 h a s t a  p e s o  
constante.Los r e s u l t e d o s  pueden obse rva r se  en le' Tabla 50. 
-s 
La f r a c c i 6 n . 3  ( 60 mg) oo presentaba  banda de abso rc ibn  e n  el  e s p e c t r a  infrti- 
I r r o j a  e n  la rona cor respondiente  a1 OH.Se'hidrolit6 y se t r a t d  de manera s i m i l a r  a 3 la d e s c r i p t a  para el polie,a&rido p a r c i a l m n t e  meti lado,  
Le crornatograffa e n  pape l  d e l  h id ro l f zada  ( so lven te  6) r e v e l d  las sigufentes 
manchas ( r e s c t i v o  5 ) 
R f  0.84 r o s a  (co inc idente  con 2 ,3 ,4 ,&. te tm4LMet i l  glucosa) 
R f  0.68 erorilla ( co inc idan te  con 2,3,4-tri-Q-nwtil glucose) 
Rf 0.62 y 0.57 ro sedas  ( co inc iden te s  con 10s andmeros de la  2,3,6-tri-Iknetil 
glucosa)  
R f  0.24 mar& ( co inc iden te  con 2,3.di-0lmetil  g lucosa)  
Rf O,% a m a r i l l a  * 
Se prepnraron ilod TMS d t e r e s  y aceCalmrs det standards reducidos de glucosas 
parcialmente me t i l adas  y del producto reducido  de la h i d r d l i s i s  d e l  p o l i s a c d r i d o  
totalmenta 0letilado.Se a m l i z a r o n  p o r  c r o m t o g r a f f a  gas 1fquido.Los resultados ob- 
t en idos  ss d e t a l l a n  e n  la Tabla 51. 

TARLA 51 ' f ,  qid 
Mues tra 
- --- 
l-MS (a) ~cetatos (a) ' Acetatos (b) - 
I 
2,3,4-tri-0-metil glucitol 2.4 
2,3,6-tri-0-metil glucitol 2.2 
2,4,6tri-O-metil glucitol 2.2 
2'3-di-CJ-metj.1 gluci to1 , 2.53 
3,4-di+mutil gluci tal / 2.4-di-Omo ti1 gluci to1 
if 3-bmetil glucitol 3.2 
Poliaadri do me ti lado 1.00 
(q6 OMe 43.75) hidroli zado 
y reducido 2.2 
2.4 
(a) Columna i- To columner programada entre 130 y 220 O C  a rezdn de 4O/min 
I &  
I To detector 300" - TOinyector 250°.- Flujo de N2 3U m l / m i n  
(b) Calumna ii - To wlwnna 190° 
To detector 3WO - To inyactor 29). - Flujo de N2 30 ml/min 
Se f r a c c i n 6  unil a l f cuuto  d e l  h id ro l l&do  ( 60 mg) en urn  columm de c s l u l o s a  
( 15 x 1.5 cm) u t i l i z a n d o  solvonta 6.53 recogfmn f r a c c i o n s s  d e  3 m l  
Frercci onpa 1- 3: e l  finico cnmponente obsemhdo era 2,3,4,S-tetra&atil g l u w s a  
( 2 rng).se h i z o  e l  e s p ~ c t r o  do masa de  la  f m c c i b n  r educ ida  y acetilada ( ~ a b l a  24) 
Fraccidn 4: ( 5 mg) po* c r w m t n g r a f f e  e n  pepel ( so lven te  6 , r eve l ador  =),se observoba 
- u k  dnica rnanche da R f  0.67 e s a r i l l e , c o i n c i  &n te  can  1s 2,3 ,4- f r i -o4net i l  gl ,cost3 
E l  an&lisis p a r  crorr i tograf5a gas lfquido (condiciones a ,Tabla  51) de la 
f r a c c i d n  reducida  ' y  ecotilada i nd i caba  s i n  embargo que,s i  bien era este el wmponente 
n ~ i n c i p a l ,  habie trazas de 2 , 3 , 6 t r i = b m e t i l  g l u d t 0 1  
Fraccionen 5 y 6 '( 30 mg) consistia e n  una nrezcla da 18s dos tri-[knetil glucosas ,  
Fraccidn 7(  6 mg) por  c r o z ~ t o g r n f f a  e n  pipel (ao lvente  6 , r e v e l e d a r  S) apmcfan 
domanchas rosadns de R f  0.61 y 0.55 co inc i&ntes  can  la 2.3,Stri-U-metil g l u c o s a  
La c r m a t o g r a f f a  gas l f q u i d t ~  (condic iones  a ,Tabla  52) ds esta f r e c c i 6 n  red* 
cide y acetilada mostraba un h i c o  p i c o  co inc iden te  con d del 2,3,G.tri-P.(Aetil 
gluci t o 1  
Se p u r i f i c d  cuidcidosarnsnts el acetato del g l u c i t o l  wn = l o r u r o  de metileno, 
se l l e v d  a seco y se h i z o  su e s p e c t r o  de masas ( ~ a b l a  21) 
Freccidn 8 (  6 mg) c o n s i s t f a  e n  urn m z c l a  de 2,3,6-tri-0-IIletil g l u c o s e  y un pmduc-  
a 
t o  cuyo Rf c o i n c i d f a  con e l  de la  2,3-di-0-metil g lueosa  
Fmcc ibn  9+ 16 ( 5 mg) a p a r e c f a n  dos manchas ( s o l v e n t s  6 , reve lador  g) por onswta- 
46 
graffe e n  pape l  d e  Rf 0,23 y 0.21 que w reve laban  d l b  y nrafiCIn r e spec t ivamen te  
. . - a La f r a c c i o m s  5 y G ee rocmrrtntografiamn e n  urn colmna de dimentliones s i m i -  
lnres ,pero se recogieron f r a c c i o m s  de 1.5 in1 I li 
Fr..cci.nms 1-4 €3 ( 3 mg)r;pnrt;cfa unu hica mnche por cromtogra f fa  en p&pel coin- 
cfdanto con la 2,3,4-tri-0-mctil glucose 
El analfsis por cromatograffa gas l fquido  de esta fraccidn reducidtl y acetilacla, 
indicaba quo era el 6n ico  produeto tr imet i ladu presenter 
Sa pur i f i cd  el a c e t a t o  da esta fracc idn mducida por ex tracc i6n  con cloruro 
'I :aoe metilem ( 2 x 5 m l )  y aa h i z o  el correspondiente e spec tra  cis mass. ( ~ s b l s  22) 
Fraccioms 9 4 16 ( 20 mg) era urn mezcla de 2,3,4-tri-ll-metil glucose y 2.3,s 
. . 
tri6metil glucosa 
F r n c c i a ~ ~ s  17 -4 20 ( 3 mg ) pnr cromatograffa en papel parede ser 2 , 3 , & t r i 4  
, 
I;; 
1 
'",, ."- .
I 
~1 p r e s c n t e  trabnjo tuvo p o r  o b j o t o  continudr con el e s t u d i o  ds la camposici6n 
I 
en  t i i d ra tos  de  h r b o n a  dc C y t t g r i a  h a r i a t i  F i sche r  . !% encuen t r a  divicYido e n  v a r i n s  
partor;: 1 
1) llm d e s c r i p c i d n  do 10s hongrln de1 g6nero C y t t a r i n  ,asf corn0 un dewlls de 10s 4 
Cyt t n r i a  h a r i o t i  F i sche r  
. . . 
e s t u d i a d a :  I 
7 I 
.* i 
2 )  So moncionan 10s d i s t i n t a s  t i p o s  d e  1 vaduras ,  t 
c l a s i f i c a n d o  10s m i s w s  do acuerdo el t i p o  y m n f i g u r a c i d n  d e  sus u n i o b s  g lucoafd icas .  
I+ 3) recumen 10s p r i n c i p a l e s  rn6todos e n z i d t i c o s  usados para e l  ad l i s i s  de p o l i -  
sacbr i  dos , haciendo e s p e c i a l  rnencidn de  16s enzimas a r n i l o l f t i c a s  
4) 5e menciona brevemento la quimica y bioqufmica de l a  t r e h a l o s a  a s f  corn sus 
f u e n t e s  da e x t r a c c i d n  
5) Se d e s c r i b e  la i d e n t i f i c a c i d n  y de tenn i r ac idn  c u a n t i t a t i v ~  d e  alfa,alfza-O-trehalose 
y 6 d d o  O-arabim hexulosdnico e n  un e x t r n c t o  acuoso del hongo. 
.. 
Se c a r a c t e r i z 6  l a  t r e h a l o s e  p a r  s u s  propiedades f f s i c a s  (punto de f u s i d n  y 
poder r o t a t ~ r i o ) , ~ o r  les propiedades ffsicas de su actaacetato y p o r  el T r  e n  c.g.1, I I * Por h i d r d l i s i s  c u a n t i t a t i v e  con t r e h a l a s a  se,calculb que s u  p o r c e n t a j e  e n  el hongo 
.\,. :QF 
: 2 .a61 cetoi ic ido se c a r a c t e r i z d  a t r a v e s  d e  108 productos  r e s u l t a n t e s  de su reduc- 
. $'.a 
c idn  y pos  t o r i o r  lactonLzaci6n.Se do termid que s u  porcenta  je e n  Ciyt tar ia  h a r i o t i  
I '  
I A ,  Fischer  es d e l  1% . Cabe aclarar que es esta la pr imera  vez que se aisla h i d o  II. 
I 
a rab ino  h o x u l o d n i ~ o  l i b r e  de un producto m t u r a l .  . 
:" . I  f. 
. , ._ 
6) Sc rlt.?tallun 10s m!todor; crnpleedos a n  Ig-aXwcidaci6n de la e s t r u c t u r a  dc. un po l i sacdr ido  
I 8ic;lacjos dr! I ,yt tnr ia ..,.- hnrSir)ti Fischor junta W n  una d i scus idn  de 10s r a s u l t a d o s  obtenidos. . 
Oicho pol i  !.at:&-idn oe ai cl6 par  prec%pitacibn con etano1 de un e x t r a c t 0  acuoso 
e Cyt t i i r  i.a h o r  i n t i .  F i  schcr , lucgo da o l i m ~ ~  el h o t s r o p o l i s a d r i d o  es tud iado  ante-  
riormcnto. E l  pruducto obtenido s n t r e  41 y . ' e  de e tano1  se p u r i f i c d  hasta constancia  
Jc poder r o t o t u r i o  id] + 171 ( H ~ U )  . So obearvaba un s o l o  p i c 0  sirnetrim por u l t r a -  
0 
centrifugacirjn y p r r c i p i t a b a  de su  solueidn acuosa e n  un eb t r sc tw rango de concentra- 
cidn e tanb l i ca , ev idonc ias  arnbils de su  homogeneibdad . El  grada de pol imer izacidn e r a  
'Z 
246 considerando que  la unidad terminal  est6 unida a trads  d c l  0 dal C-4 
I 
f o r  h i d r d l i s i s  Qcida total se o b t u w  solamente ~ l u c o s a  y con amiloglucosidasa 
la  h i d r d l i s i s  fue c u a n t i t a t i  
La h i d r d l i s i s  dc ida  isolaaltosa junto con maltose,  
mal to t r iosa  y o l igosac6r idos  mayores , La a c e t d l i s l a  proporcionaba mayor pmporc i6n  
I de m l t o s a  y m a l t o t r i o s a  , Esto confirmaba la  presencia  de unionos a l f a - ~ ( 1 4  ) y 
I?- El p o l i s a d r i d o  se h id ro l i zaba  410 un 8% con axfa amilasa , m i e n b a s  que con 
I en papel  d e l  h id ro l i zado  con pululanase mostraba un f nico mmponente de Rg olmaltatriasa. I Esta f u e  posteriormante ca rec te r i zada  por  sus propiedades ff  sicas ( punto de fus ibn,  
pcder rot ;atorio,espectro de  resonancie magdtica nuc lea r )  y las de 5u ace&%to. 
Cuando la  hidrdlisis con pululanase set detuvo en un paso intermedio,se a i s l a r o n  
o l igosacdr idos  c o n s i s t e n t e s  en  res iduos  de malt;striosas unidas  a trav6s del 8-6. 
: 3 P o r  e s t o s  r e s u l t s d o s  ee postu ld  que el g l ~ a n o  era es t ruc tu ra l tnan te  similar a1 
...I 
I ~ p u l u l a n o "  a i s l a d o  de v a r i e s  cepas  de Pullularia p u l l u l e n s  y de Tremella meeienterlca 
3 
y que contenia  una cadem p r i n c i p a l  c o n s i s t s n t e  en residues de maltotriosas unidas 
por el  0 d e l  C.6 (unibn a l f a )  
... 
Los e s t u d i o s  de  oxidacid0 con 10 permitieron conP3rmar estas supos ic iones , s i  4 
bien  se encontrd 9 - 7 '$Y de glucose  s i n  o%i& l o  cual sugisre la posibi-lidad de que 
1 existan uniones l-s 3 o ramificetiones. 
La me t i l a c i d n  d c l  g l u c a m  d i o  un product0 con 43.076 de OCX3 . La h i d r 6 l i s i s  
dc l  producto meti lado pcrmitib i d e n t i f i c a r  2,3,4,6-~tra414iletil-glucosa ; 2,3,4 y 
2,3,6tri-O-Metil-glucosas (Cromatograffa e n  papel  ,cog. 1. y espectros de masas) ; 
2.3-di-04& ti1 glucosa ( c ~ m a t o g r a f  fa en papel  y c.g. 1. ) y o m  producto dimeti lado , 
posiblemente 2,6di-O-Meti l  glucosa La determimcidn cuan t i t a tPva  de 10s productos 
rnatilados demostrd qua hay dos puntos de remificacibn cada 100 unidades cle glucosa y 
que el exceso de glucosas  d imet i ladas  r e spec to  de la I tetremetilglucosa(3qd) se puede 
deber a una submeti lacidn . No tie encontrd 2,4,6-tri-O-Metil-glumsa que pennitirfa 
confirmar la presenc ia  de uniones 1-43 
Tambidn e n  a 1  pululano a i s l a d o  de P d l l u l a r i a  p u l l u l a n s  ae encontraron uniones 
1-3, as$ como 2, S d i m e t i l  glucosa e n t r e  los  productos de met i l ac idn  e h i d r b l i  sis. 
Es esta la primera ver que se encusnt ra  un pululano i n t r a c e l u l a r  . En la  
Tabla s i g u i e n t e  se resumen las propiedades de 10s ~'pululanosw a i s l a d o s  de P u l l u l e r i a  
pu l lu lans  Tremella m s e n t e r i c a  C y t t a r i a  h a r i o t i  
Origen 
PROPIEDADES DE LI)S PULULANOS OE DISTINTOS ORIGENES 
Grad0 r e l a c i d n  Observaciones 
D poli-r. ( 1 4 ) / ( 1 4 1  
P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  + 192 300 
P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  + 190 250 
1 
P u l l u l a r i a  p u l l u l a n s  
a 
+ 189 
?A Berkhout 
Tremella m s e n t e r i c a  + 165 200 
Cyt ta r i a  h a r i o t i  4 172 246 
2.0 g lucose  luego de -. 
o d d a d d n  con 104 
2.2 896 urdones 1-3 
2.2 4-774 glucosa luego 
de la oxidacidn . 1 
con perlodab 
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